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El objetivo global del presente trabajo ha consistido en la obtención de 
hidrolizados de proteínas de huevo que permitan controlar algunas de las 
patologías asociadas al síndrome metabólico (SM). Nuestra hipótesis de trabajo fue 
que la administración oral de un hidrolizado de clara de huevo, previamente 
seleccionado por su multiactividad biológica in vitro, podría mejorar y/o prevenir 
alteraciones cardiometabólicas tales como obesidad, dislipemia, diabetes e 
hipertensión.  
 
La primera parte del trabajo consistió en la obtención de hidrolizados de 
clara de huevo utilizando enzimas de grado alimentario de diferentes orígenes 
(bacteriano -Neutrase 0.8L y Alcalase 2.4LFG-, vegetal -Promod 144P-, fúngico -
Flavourzyme 1000L y Peptidase 433P- y digestivo -Pancreatin 4xNF, PTN 6.0 y BC 
Pepsin-). En cada uno de los hidrolizados se determinaron in vitro la actividad 
inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), las actividades 
antioxidante e hipocolesterolémica y, en algunos casos, la actividad inhibidora de la 
dipeptidil-dipeptidasa IV (DPP IV), para seleccionar aquellos que presentaban el 
mejor potencial para combatir de forma conjunta las alteraciones características del 
SM, en concreto, la presión arterial, la concentración de lípidos plasmáticos y la 
glucemia.  
 
A la vista de los resultados obtenidos, se seleccionaron los hidrolizados de 
clara de huevo con BC Pepsin durante 8 horas y con Peptidase 433P durante 24 
horas, pues en ellos concurría más de una actividad biológica relevante. El 
hidrolizado de clara de huevo con pepsina presentó una elevada actividad 
inhibidora de la ECA, con un IC50 equivalente a, aproximadamente, 50 µg de 
proteína/ml, e importante actividad neutralizadora de radicales peroxilo y de unión 
a ácidos biliares. El hidrolizado con aminopeptidasa destacó por sus actividad 
neutralizadora de radicales peroxilo, equivalente a 900-1100 µmol de Trolox/g de 
proteína y comparable a la de antioxidantes muy potentes, e hipocolésterolémica. 
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Además, ambos hidrolizados poseían moderada actividad inhibidora de la enzima 
DDP IV, con valores de IC50 entre 7 y 8 mg/ml.  
 
A continuación, se evaluó el efecto de la administración de los hidrolizados 
de clara de huevo previamente seleccionados en un modelo experimental de SM. 
Para ello utilizamos ratas Zucker obesas, a las que se les administró durante 12 
semanas cada uno de los hidrolizados a una dosis de 750 mg/kg/día en el agua de 
bebida. Durante el estudio se registraron parámetros como el peso corporal, la 
ingesta sólida y la ingesta líquida. Al finalizar el periodo experimental se evaluó en 
los animales la presión arterial y el desarrollo de neuropatía sensorial. 
Posteriormente, los animales se sacrificaron y se obtuvieron muestras de sangre y 
de diferentes órganos para determinar el efecto que producía cada uno de los 
hidrolizados en el metabolismo lipídico, el estrés oxidativo, la inflamación, el 
metabolismo de la glucosa y algunos parámetros cardiovasculares. Se emplearon 
como controles ratas Zucker obesas que tomaron exclusivamente agua como 
bebida y ratas Zucker delgadas. 
 
De los dos hidrolizados seleccionados, los mejores resultados se obtuvieron 
con el hidrolizado de clara de huevo con pepsina. El consumo de este hidrolizado 
redujo el peso corporal de las ratas Zucker obesas durante las 4 primeras semanas 
del estudio. Además, el peso del tejido adiposo epididimal fue significativamente 
inferior en estos animales que en los animales obesos que bebieron únicamente 
agua. Por otra parte, la administración del hidrolizado de clara de huevo con 
pepsina mejoró significativamente la esteatosis hepática que desarrollan las ratas 
Zucker obesas y los niveles plasmáticos de ácidos grasos libres, así como el estado 
proinflamatorio, disminuyendo los niveles plasmáticos del factor de necrosis 
tumoral alfa. Este hidrolizado consiguió reducir el estrés oxidativo que también 
caracteriza a los animales obesos de esta raza, que mostraron una disminución de 
los niveles de peroxidación lipídica y un aumento en los sistemas antioxidantes. El 
consumo del hidrolizado disminuyó, además, los niveles de insulina en el plasma, y 
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causó una clara mejora en los índices cuantitativos de resistencia a la insulina, de 
funcionalidad de las células β-pancreáticas y de sensibilidad a la insulina.  
 
Los resultados también mostraron que el consumo de hidrolizados de clara 
de huevo y, en este caso especialmente del hidrolizado de clara de huevo con 
aminopeptidasa, mejoraron la función vascular en arterias mesentéricas de 
resistencia a través de un aumento de los niveles y/o de la biodisponibilidad de 
óxido nítrico. La diferencia en los efectos que se observaron tras el consumo de 
ambos hidrolizados puede ser atribuida a la presencia de péptidos con secuencias y 
actividades biológicas diferentes. 
 
En conjunto, nuestros resultados indican una mejora en los parámetros 
cardiometabólicos de las ratas Zucker obesas que consumieron el hidrolizado de 
clara de huevo con pepsina, que mostraron una menor acumulación de grasa, un 
aumento en sus sistemas antioxidantes, una disminución del estado inflamatorio y 
una mayor sensibilidad a la insulina, así como una mejora en la función vascular, lo 
que demuestra la hipótesis de partida de esta Tesis Doctoral.  Este trabajo abre la 
puerta a otros estudios experimentales con los hidrolizados de clara de huevo 
utilizados que permitan, en última instancia, que estos productos lleguen a 
utilizarse como ingredientes funcionales en alimentos dirigidos a pacientes con SM. 
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The overall objective of the present work consisted in the production of 
hydrolysed egg white that would allow the control some of the pathologies 
associated with the metabolic syndrome. Our working hypothesis was that the oral 
administration of egg white protein hydrolysates, previously selected on the basis of 
their in vitro biological multi-activity, could treat and/or prevent cardiometabolic 
disorders, such as obesity, dyslipidemia, diabetes and hypertension. 
 
In the first part of the work, the production of hydrolysed egg white using 
food-grade enzymes from different sources (bacterial - 0. 8 l Neutrase and Alcalase 
2.4LFG-, vegetable - Promod 144P-, fungal - Flavourzyme 1000L and Peptidase 433P 
- and digestive - Pancreatin 4xNF, PTN 6.0 and Pepsin - BC) and specificities was 
addressed. In each of the hydrolysates, the angiotensin-I-converting enzyme (ACE) 
inhibitory activity, the antioxidant and hypocholesterolemic activities and, in some 
cases, the dipeptidyl peptidase-IV (DPP IV) inhibitory activity were determined in 
vitro to select those which had the best potential to ameliorate more than one 
disease involved in the pathogenesis of metabolic syndrome, namely high blood 
pressure, dyslipidemia in insulin resistance. 
 
 In view of the results obtained, the hydrolysates of egg white with Pepsin BC 
for 8 hours and Peptidase 433P for 24 hours were selected, as they possessed more 
than one relevant biological activity. The hydrolysate of egg white with pepsin 
presented a high ACE inhibitory activity, with an IC50 equivalent to, approximately, 
50 µg protein/ml, as well as important peroxy radical-trapping and bile acid-binding 
activities. The hydrolysate with aminopeptidase stood out for its peroxy radical-
trapping activity, equivalent to 900-1100 μmol of Trolox/g of protein and 
comparable to that of very powerful antioxidants, and its hypocholesterolemic 
activity. Both hydrolysates also exhibited a moderate inhibitory activity towards the 
enzyme DDP IV, with IC50 values between 7 and 8 mg/ml. 
 
We then evaluated the effect of the administration of the selected egg white 
hydrolysates on an experimental model of metabolic syndrome. We used obese 
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Zucker rats, which were fed for 12 weeks each of the hydrolysates, dissolved in the 
drinking water, at a dose of 750 mg/kg/day. During the study, body weight, solid 
and fluid intakes were measured. At the end of the experimental period, the blood 
pressure and the development of sensory neuropathy were assessed. Finally, the 
animals were killed and different organs and blood samples were collected to 
determine the effect of each of the hydrolysates on lipid metabolism, oxidative 
stress, inflammation, glucose metabolism and cardiovascular parameters. Obese 
Zucker rats that drank just water as a beverage and lean Zucker rats were used as 
controls. 
 
The best results were obtained with the hydrolysate of egg white with 
pepsin. The consumption of this hydrolysate led to a significantly reduced body 
weight in the obese Zucker rats during the first 4 weeks of the study. In addition, 
the weight of the epididymal adipose tissue was lower in the animals that were fed 
this hydrolysate than in the obese animals that drank just water. On the other hand, 
the intake of the hydrolysate of egg white with pepsin significantly improved the 
hepatic steatosis, typical of obese Zucker rats and lowered the plasmatic 
concentration of free fatty acids. It also diminished the pro-inflammatory state, 
decreasing the plasma levels of tumor necrosis factor alpha. This hydrolysate was 
able to reduce the oxidative stress that also characterizes the obese animals of this 
breed, which showed a decrease in the levels of lipid peroxidation and an increase 
in the body´s antioxidant status. The intake of this hydrolysate also lowered the 
plasma levels of insulin, causing a clear improvement in the quantitative indices of 
insulin resistance, insulin sensitivity and pancreatic β cells functionality.  
 
The results also showed that the consumption of hydrolyzed egg white and, 
in this case, particularly of the hydrolysate produced with aminopeptidase, 
improved the vascular function in mesenteric resistance arteries through an 
increase in the levels and/or the bioavailability of nitric oxide. The different 
biological behaviour of both hydrolysates was attributable to the presence of 
peptides with different sequences and biological activities. 




Overall, our results demonstrated a significant improvement of the cardio-
metabolic abnormalities that affect obese Zucker rats in those who were fed the 
hydrolysate of egg white with pepsin, as they showed less fat accumulation, an 
increase in their antioxidant systems, a decrease in the inflammatory state and an 
improved insulin sensitivity, as well as an amelioration in their vascular function, 
which altogether prove the hypothesis of this work. This study paves the way to 
other experimental studies with the egg white hydrolysates that could ultimately 





































1.1 Síndrome Metabólico. Concepto, definición y tratamiento 
 
Durante los últimos cincuenta años, hemos experimentado cambios drásticos en 
nuestro entorno, comportamiento y estilo de vida. Estos cambios han derivado en 
un alarmante incremento de la prevalencia del denominado síndrome metabólico 
(SM). Aunque las condiciones genéticas influyen, la «occidentalización» en el estilo 
de vida está estrechamente relacionada con su aparición, pues el cambio en los 
hábitos de alimentación y el aumento del sedentarismo han ocasionado un rápido 
incremento del sobrepeso y la obesidad a edades cada vez más tempranas (de 
Ferranti et al., 2004; Groop y Orho-Melander, 2001). Hoy en día, el SM aparece 
incluso en áreas geográficas como España, Grecia o Francia, que antes, debido a sus 
dietas y estilos de vida saludables, no tenían este problema. Estos hechos explican 
en gran medida su frecuencia y prevalencia. Recientemente se han publicado las 
cifras de prevalencia de SM en nuestro país. Según estos estudios la prevalencia de 
este desorden asciende de media entre un 31 y un 38% en hombres y se sitúa 
alrededor del 29% en mujeres, prevalencia que aumenta con la edad alcanzando 
cifras del 40% o más en los mayores de 50 y 60 años (Marcuello et al., 2013; 
Fernández-Bergés et al., 2012). Además, las estimaciones mundiales son poco 
halagüeñas y se espera que, en un futuro inmediato, el número global de personas 
con SM aumente de manera importante, por lo que los expertos estiman que los 
gastos de asistencia sanitaria y social de los pacientes con SM también aumentarán 
de forma considerable en Europa en los próximos años, lo que supone un auténtico 
reto para los sistemas de salud pública de prácticamente todo el mundo.  
 
El SM constituye una entidad reconocida hace más de 90 años en la 
literatura médica. Los pacientes que lo padecen presentan distintas patologías 
frecuentes en nuestro entorno, tales como obesidad, hiperglucemia, dislipidemia e 
hipertensión arterial (HTA). El incremento de los principales factores de riesgo del 
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SM, obesidad, insulinorresistencia (IR) y dislipidemia es, además, el responsable de 
la actualmente considerada epidemia mundial de diabetes tipo 2 (DM2) (Ginter y 
Simko, 2012; Anderson et al., 2001; Erkelens, 2001). El interés por este síndrome 
radica fundamentalmente en que aumenta en gran medida el riesgo de sufrir DM2 y 
enfermedades cardio- y cerebrovasculares, lo que puede provocar una muerte 
prematura (Solymoss et al., 2004; Stern et al., 2004; Alberti et al., 2006; Farias et al., 
2010). 
 
En la tabla 1 se describe de forma cronológica la evolución del concepto,  la 
definición del SM y las distintas denominaciones atribuidas al mismo. 
 
Tabla 1. Tabla cronológica de la evolución del concepto y definición del síndrome metabólico. 
Tomado de Oda (2012).  
 
1956 Vague et al.: Abdominal obesity may predispose to diabetes and cardiovascular disease. 
1981 Rudermann et al.: Metabolically obese normal-weight (MONW) individuals with 
hyperinsulinemia. 
1987 Matsuzawa et al.: visceral fat obesity: visceral fat area/ subcutaneous fat area > 0.4. 
1988 Reaven: Syndrome X: clustering around insulin resistance. 
1989 Kaplan: Deadly qualtet: abdominal obesity, diabetes, hypertension, and 
hypertriglyceridemia. 
1994 Nakamura, Matsuzawa et al.: visceral fat syndrome visceral fat area ≥ 127 cm2 among 
Japanese men. 
1999 WHO: The first criteria of MetS based on insulin resistance. 
2001 National Cholesterol Education Program (NCEP) Criteria of MetS: The clustering of 3 or 
more of the following 5 components: abdominal obesity, high blood pressure, impaired fasting 
glucose, hypertriglyceridemia, and hypoHDL cholesterolemia. 
2005 International Diabetes Federation (IDF) Criteria of MetS: Abdominal obesity is necessary 
among the 5 components Japanese Criteria of MetS: visceral fat syndrome as Japanese MetS 
coordinating with the IDF Criteria 
American Heart Association (AHA)/National Heart, Lung, and Blood Institution (NHLBI): Revised 
NCEP Criteria 
American Diabetes Association (ADA)/ European Association for the Study of Diabetes: Do not 
label individuals with MetS. 
2007 ADA/Obesity Society/ American Society for Nutrition: The clinical usefulness of waist 
circumference is limited. 
2009 IDF/AHA/NHLBI/World Heart Federation/ International Atherosclerosis Society/ 
International Association for the Study of Obesity: Revised NCEP Criteria werer adopted as 
harmonizing worldwide criteria of MetS although cutoff points of waist circumference could 
not be determined for any particular ethnic group. 
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Una de las definiciones más comúnmente aceptadas es la propuesta por la 
Federación Internacional de Diabetes en el año 2005. En esta definición se 
establecían criterios más estrictos en lo referente a la obesidad abdominal y a los 
niveles de glucosa en plasma respecto a las definiciones anteriores. Según esta 
definición, la presencia de obesidad abdominal es necesaria para el diagnóstico del 
SM pero, además, sería necesaria la presencia de otros dos factores de los que 
figuran en la tabla 2. Sin embargo, recientemente se ha cuestionado la utilidad 
clínica del perímetro de la cintura, que se utiliza para el diagnóstico de obesidad 
abdominal, como factor de riesgo para el SM, y además se ha señalado que este 
parámetro no tiene en cuenta la variabilidad entre los distintos grupos étnicos.  
 
Tabla 2. Factores de riesgo para la identificación clínica del síndrome metabólico, propuestos por la 













Se sabe que en el SM están involucrados múltiples factores genéticos, 
endocrinos, psicológicos y de estilo de vida, y los pacientes con SM no presentan un 
órgano diana ni un blanco único sobre el cual dirigir una terapéutica específica. Por 
ello, habitualmente el tratamiento del SM debe basarse en el control de todas y 
cada una de las patologías asociadas que lo caracterizan para intentar revertirlo. 
Cada paciente tendrá una combinación de ellas, con distinto grado de severidad, 
Factor de riesgo Criterio 
Obesidad abdominal 
Circunferencia de la cintura 
> 94 cm hombre 
> 80 cm mujer 
Bajo colesterol HDL 
< 40 mg/dl hombre 
< 50 mg/dl mujer 
Altos niveles de triglicéridos ≥ 150 mg/dl 
Hiperglucemia postpandrial ≥ 100 mg/dl 
Hipertensión 
PAS ≥ 130mm Hg  
PAD ≥ 85 mm Hg 
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por lo que se deben de individualizar prioridades y estrategias de intervención 
(Alberti et al., 2009; Kahn et al., 2005).  
 
El sobrepeso y la obesidad juegan un papel central en la mayoría de los 
pacientes (Alberti et al., 2005) y, por lo tanto, su prevención y tratamiento es uno 
de los principales objetivos. Debido a esto, uno de los primeros enfoques en el 
tratamiento del SM debe pasar por una modificación drástica del estilo de vida, 
orientada principalmente a provocar una reducción del peso corporal y del 
sedentarismo, lo que conlleva a incrementar la actividad física y disminuir las 
calorías de la dieta habitual, algo difícil de conseguir en la socidad actual. Esto hace 
que el tratamiento del SM vaya inevitablemente acompañado de un tratamiento 
farmacológico. Sin embargo, en la actualidad no existen tratamientos 
farmacológicos para el SM de alta efectividad en el mercado, y lo que se intenta es, 
en realidad, tratar por separado cada una de las complicaciones que caracterizan 
este síndrome. Por ello, es inevitable tener que instaurar una polimedicación, 
aunque no siempre se consigue el objetivo global, pues la convivencia de varios 
problemas de salud asociados dificulta los tratamientos, que exigen la coordinación 
de varios especialistas (internistas, cardiólogos, endocrinos...etc).  En la actualidad, 
la investigación en SM se esfuerza en hallar un medicamento que permita combatir 
de forma global todas y cada una de sus alteraciones, que incluya principios activos 
para reducir la obesidad, las cifras de presión arterial, la glucemia y los lípidos 
plasmáticos y que, idealmente, evite también procesos de agregación plaquetaria. 
Una posible herramienta relacionada con la intervención en las pautas alimentarias 
puede basarse en la inclusión de determinados componentes de los alimentos que 
aporten mejoras sustanciales a las alteraciones funcionales y metabólicas 
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1.2 Principales alteraciones asociadas al síndrome metabólico. Mecanismos 
implicados en su desarrollo y mantenimiento 
 
La etiopatogenia del SM no es del todo conocida. Su fisiopatología es 
extremadamente compleja y sólo se ha dilucidado una parte de ella. Un gran 
número de  pacientes tienen una serie de factores en común, como son una edad 
avanzada, son obesos, sedentarios, y tienen cierto grado de IR. A continuación 
desglosaremos las principales alteraciones asociadas al SM y los mecanismos de 




La obesidad se considera uno de los principales problemas de salud a nivel 
mundial y se estima que afecta a más de 400 millones de individuos (Figura 1). 
Debido al rápido aumento de su prevalencia en los últimos años, se ha considerado 
una pandemia (Kimokoti y Millen, 2011). En los países industrializados ha pasado a 
ser el principal desorden nutricional (Wang et al., 2010a), y una de las principales 
causas de muerte y discapacidad (Gómez-Ambrosi et al., 2008).  
 
En la antigüedad se consideraba que la obesidad solo estaba influenciada 
por la ingesta calórica. En la actualidad, y a pesar de que su etiología no es del todo 
conocida, se considera una enfermedad multifactorial en la que están involucrados 
factores ambientales, genéticos, neurológicos, endocrinos y la actividad física 
(Schnitzler y Fisch, 2012; Angelakis et al., 2012), siendo difícil en cada caso 
particular valorar la importancia relativa de cada uno de ellos.  
 
 





Figura 1.  Mapa de la prevalencia actual de obesidad a nivel mundial, en el que se refleja que el 35 % 
de adultos mayores de 20 años tienen sobrepeso, siendo el 11 % de ellos obesos (Organización 
Mundial de la Salud (OMS) 2011). En el gráfico se puede observar la incidencia de esta patología la 
cual se estima casi llegará a duplicarse en 10 años (OMS, 2006). 
 
La obesidad se define como un exceso de grasa corporal o tejido adiposo 
producido como consecuencia de un desequilibrio positivo y prolongado entre la 
ingesta y el gasto energético (Arrizabalaga et al., 2004). A corto plazo el control de 
la ingesta está principalmente mediado por las vías de señalización procedentes del 
tracto gastrointestinal, incluidos los péptidos orexigénicos (grelina) que activan las 
señales de hambre y los péptidos anorexigénicos: colecistoquinina (CCK), péptido 
similar al glucagón 1 (GLP-1) y péptido tirosina-tirosina (PYY 3-36) que generan 
señales de saciedad. En el control de la ingesta a largo plazo parecen ser 
primordiales las señales procedentes del tejido adiposo (leptina) y el páncreas 
(insulina), liberadas en respuesta a la ingesta de alimentos y a los depósitos de grasa 
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corporal (Konturek y Cześnikiewics-Guzik, 2004), de las que hablaremos con detalle 
más adelante. 
 
Según la distribución de la grasa corporal, la obesidad se clasifica en central 
o androide, con predominio de tejido adiposo en la región abdominal (tipo 
manzana) asociándose a factores de riesgo cardiovascular, y ginoide, con acúmulo 
de tejido graso principalmente en la región fémoro-glútea (tipo pera) (Vague, 1947). 
Los obesos con exceso de grasa visceral (central) tienen mayor riesgo de padecer 
SM (Despres, 2001; Klein et al., 2008; Hamdy et al., 2006).  
 
La cantidad de grasa corporal puede medirse de forma directa mediante 
técnicas como la hidrodensitometría, pletismografía, tomografía computerizada, 
resonancia magnética, absorciometría dual energética de rayos X o la 
bioimpedanciometría (Martínez, 2010). Sin embargo, estas técnicas no se suelen 
utilizar de forma habitual en la práctica clínica, debido a su elevado coste y a que se 
requieren equipos específicos y personal especializado. Existen otras técnicas más 
baratas, accesibles, fáciles y reproducibles, basadas en la antropometría. El índice 
de masa corporal (IMC) es uno de los criterios más utilizados para realizar el 
diagnóstico de obesidad, ya que el peso está estrechamente relacionado con la 
grasa corporal. Este se define como el cociente del peso en kilogramos entre la talla 
en metros al cuadrado (Tabla 3). Sin embargo, hay que ser conscientes que el IMC 
no mide directamente la cantidad de grasa corporal, por lo que para hacer una 
determinación más precisa al respecto se hace uso de otros índices, como son por 
ejemplo el perímetro de la cintura (PC) (existe riesgo por encima de 82 cm en 
mujeres y 94 cm en hombres), el índice cintura-cadera (ICC), obtenido al dividir la 
circunferencia de la cintura entre la circunferencia de la cadera en centrímetros 
(considerándose valores de riesgo aquellos superiores a 0.9 en mujeres y a 1.0 en 
hombres), la medición de pliegues cutáneos o el índice nutricional (Sweeting, 2007; 
Martínez, 2010). 
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Tabla 3.  Clasificación internacional de la OMS del estado nutricional (infrapeso, sobrepeso 
y obesidad) de acuerdo con el índice de masa corporal (IMC) (OMS 2004).  
 
El tejido adiposo está compuesto principalmente por células denominadas 
adipocitos y también por adipoblastos, células vasculares, inmunológicas y 
nerviosas (Wang et al., 2008). Los adipocitos están adaptados para almacenar 
ácidos grasos en forma de triglicéridos reunidos en una gota citoplasmática única 
(Hernán-Daza, 2002).  El número y tamaño de los adipocitos aumenta a medida que 
el individuo aumenta de peso. Se trata de células altamente diferenciadas que 
realizan tres funciones: almacén, liberación de energía y endocrina.  
 
Los adipocitos de los individuos con SM tienen, además, una actividad 
lipolítica muy elevada. Los ácidos grasos libres que se liberan del adipocito de las 
reservas grasas actúan como fuente de energía para muchos órganos. Un exceso de 




Valores de corte principales Valores de corte adicionales
Infrapeso < 18.50 < 18.50
Delgadez severa < 16.00 < 16.00
Delgadez moderada 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Delgadez aceptable 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49
Normal 18.50 - 24.99
18.50 - 22.99
23.00 - 24.99
Sobrepeso ≥ 25.00 ≥ 25.00
Pre-obeso 25.00 - 29.99
25.00 - 27.49
27.50 - 29.99





Obeso tipo II 35.00 - 39.99
35.00 - 37.49
37.50 - 39.99
Obeso tipo III ≥ 40.00 ≥ 40.00




  En los últimos años se ha visto que el tejido adiposo, en especial el visceral, 
es un tejido muy activo que expresa gran cantidad de genes para la secreción de 
proteínas. Los adipocitos segregan, además, moléculas biológicamente activas que 
reciben el nombre de adipocitoquinas (Funahashi et al., 1999; Adami y Ravera, 
2001; Frayn, 2001; Goossens, 2008). Hasta el momento se han identificado un gran 
número de adipocitoquinas. Todas ellas forman parte de una red de 
comunicaciones entre el tejido adiposo y otros tejidos y órganos, como el músculo 
esquelético, la corteza adrenal, el cerebro y el sistema nervioso simpático. Estas 
moléculas actúan sobre múltiples sistemas regulando diversos procesos 
metabólicos. Una función esencial de las adipocitoquinas es su participación en la 
respuesta de las células a la insulina, favoreciendo la utilización de glucosa por los 
tejidos y el metabolismo de los ácidos grasos. Estas moléculas modulan, además, 
procesos como el apetito, el balance energético, la inmunidad, la angiogénesis, la 
presión sanguínea y la homeostasis. 
 
En la tabla 4 se muestran las adipocitoquinas que se liberan del tejido 
adiposo. Comentaremos más detalladamente las características y propiedades más 
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Tabla 4. Principales adipocitoquinas liberadas por el tejido adiposo y efectos que producen  en el 
organismo.  
ADIPOCITOQUINA FUNCIÓN REFERENCIA 
Lipoproteinlipasa (LPL) Hidroliza triglicéridos Rashid et al., 2002 
Lipasa sensible a hormonas 
(LSH) 
Hidroliza triglicéridos y ésteres Kraemer y Shen, 2002 
Proteína de unión a          
retinol-4 (RBP-4) 
Induce expresión de enzimas 
gluconeogénicas  en el hígado y 
deteriora las vías de señalización de la 
insulina en el músculo 
Olszanecka-Glinianowicz et 
al., 2012 
Interleuquina 6 (IL-6) Citoquina proinflamatoria periférica Di Lorenzo et al., 2013 
Factor de necrosis tumoral 
alpha (TNF-α) 
Citoquina proinflamatoria Regula la 
proliferación celular y la apoptosis 
El-Wakkad et al., 2013 
Dinarello y Moldawer, 1999 
Adiponectina 
Promueve oxidación de grasas en el 
músculo y es insulinosensibilizante 
periférico 
Yamauchi et al., 2003 
Badman y Flier, 2007 
“Peroxisome 
ProliferatorActivated 
Receptor- Gamma” (PPAR-γ) 
Regulador de la transcripción de genes 
adipogénicos 
Palou et al., 2000 
Factor de crecimiento similar 
a insulina tipo 1 (IGF-1) 
Potencia la acción de la insulina Berrymann et al., 2013 
Leptina 
Hormona que regula el balance 
energético y el peso corporal 
Frühbeck et al., 2002 
Resistina 
Regula adipogénesis y disminuye 
sensibilidad a la insulina 
Steppan et al., 2001 
Apelina (APLN) 
Adipocitoquina con propiedades 
antiobesidad y antidiabéticas 
Castan-Laurell et al., 2011 
Visfatina 
Citoquina proinflamatoria. Inhibe la 
apoptosis de neutrófilos activados. 
Activa receptores de insulina 
Badman y Flier, 2007 
Inhibidor del activador de 
plasminógeno tipo 1 ( PAI-1) 
Inhibe la formación de trombos 
(antitrombótico) 
Sprengers y Kluft, 1987 
Adipofilina Marcador de acumulación lipídica Buechler et al., 2001 
Prostaglandina E2 (PGE2) 
Inhibe lipolisis y activa secreción de 
leptina 
Fain et al., 2000 




protein 5” (SFRP5) 
Proteína antiinflamatoria en tejido 
adiposo 
Ouchi et al., 2011 
Proteína C reactiva (CPR) 
Citoquina proinflamatoria periférica.  
Activa monocitos y macrófagos 
Pasceri et al., 2000 
Renna et al., 2013 
 
Interleuquina 1 beta (IL-1β) Citoquina proinflamatoria Di Lorenzo et al., 2013 
Dipeptidil-dipeptidasa IV  
(DPP IV) 
Proteasa que degrada incretinas  (GLP-1 
y GIP). Bloquea la tolerancia a la 
glucosa y la secreción de insulina 
Drucker y Nauck, 2006 
Vaspina Proteasa sensibilizadora de la insulina 




antidiabética y antiaterogénica 
El-Mesallamy et al., 2011 
Chemerina (RARRES2 o  
TIG2) 
Proteína antiinflamatoria y asociada 
con la diferenciación de los adipocitos y 
estimulan la lipolisis 
Ouwens et al., 2012 
“Fibroblast growth factor 21” 
(FGF21) 
Proteína que estimula el consumo de 
glucosa por los adipocitos diferenciados 
Bergmann y Sypniewska, 
2013 
A-FABP 
Proteína que transporta ácidos grasos 
de cadena larga entre diferentes 
compartimentos célulares 
Kralisch y Fasshaver, 2013 
 
Leptina.  La leptina fue descubierta por Zhang et al. en el año 1994. Se trata 
de una proteína de 167 aminoácidos y con una masa molecular de 16 kDa. Se 
sintetiza principalmente en los adipocitos y, en menor medida, en la placenta y el 
estómago (Mantzoros, 1999). La leptina se considera una hormona reguladora del 
balance energético y del peso corporal (Frühbeck, 2002). Reduce los niveles 
intracelulares de lípidos en el músculo esquelético, el hígado y las células β-
pancreáticas, mejorando la sensibilidad a la insulina. Estos cambios están 
parcialmente mediados por activación simpática central de receptores adrenérgicos 
(Minokoshi et al., 2002). Los niveles de leptina circulantes están directamente 
relacionados con la adiposidad, pero éste no es el único factor que determina los 
niveles de esta adipocitoquina. Se sabe, además, que la correlación positiva de la 
leptina con el IMC (Muñoz Calvo, 2007), se debe a que en personas obesas hay una 
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situación de resistencia a la leptina (Friedman et al., 1998). Se ha llegado a sugerir 
que la hiperleptinemia y la resistencia a la leptina, más que la hiperinsulinemia, 
podrían ser los factores que conducen al SM (Zimmet y Buyku, 1999).  
 
Adiponectina. La adiponectina es otra de las proteínas producidas por el 
adipocito, también llamada AdipoQ o Acrp30. La presencia de esta proteína en 
plasma fue observada en 1999 por Arita et al. Esta adiponectina se sintetiza 
exclusivamente en el tejido adiposo blanco, y se produce al diferenciarse el 
adipocito. Es una proteína de 247 aminoácidos, con una masa molecular de 30 kDa. 
El gen de la adiponectina se encuentra ubicado en el cromosoma 3q27, 
precisamente donde se ha identificado el locus susceptible al SM, la DM2 y la 
enfermedad coronaria. La adiponectina se puede considerar una hormona 
secretada por los adipocitos con efectos antidiabéticos, antinflamatorios y 
antiaterogénicos (Ouchi et al., 2001; Yamauchi et al., 2003). Muchos estudios 
hablan de una correlación entre sensibilidad a insulina y niveles elevados de 
adiponectina en humanos y en animales de experimentación, siendo los niveles 
circulantes de esta proteína menores en situaciones de obesidad, IR o DM2 (Arita et 
al., 1999; Pajvani y Scherer, 2003).  
 
Factor de necrosis tumoral (TNF). El factor de necrosis tumoral (TNF), es una 
citoquina secretada principalmente por células del sistema inmune. Otras células, 
tales como astrocitos, microglías, miocitos y fibroblastos pueden también producir 
TNF (Tracey, 1994; Ibelgaufts, 1995). Esta molécula se descubrió en 1985 en el 
suero de ratones después de la infección con endotoxinas bacterianas (Old, 1985). 
Se han identificado dos formas moleculares denominadas TNF-α o Caquexina y TNF-
β o Linfotoxina (Tracey, 1994; Ibelgaufts, 1995). El TNF está principalmente 
expresado en la membrana celular y participa en la regulación de la proliferación 
celular y la apoptosis (Dinarello y Moldawer, 1999). Concretamente, el TNF-α tiene 
además una importante actividad proinflamatoria (Bulló-Bonet et al., 1999; 
Dinarello y Moldawer, 1999). Esta citoquina se considera clave por su papel 
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mediador en la respuesta inflamatoria y en la respuesta al daño o invasión de 
tejidos por parte de microorganismos como parásitos o bacterias. También tiene 
gran importancia en el control de procesos neoplásicos. El TNF-α ha cobrado 
especial interés, ya que podría justificar algunas de las alteraciones observadas en el 
SM. 
 
 Aparte de sus efectos en el sistema inmunitario, también se han 
comprobado acciones en el ámbito periférico (Hotamisligil  y Spiegelman 1994). Se 
ha visto que el TNF- α está implicado en el desarrollo de IR porque provoca la 
inactivación del sustrato receptor de la insulina intracelular (IRS-1) (Hotamisligil et 
al., 1996). Otro mecanismo propuesto es que el TNF-α liberado en el adipocito es 
capaz de inhibir la actividad y la expresión de la lipoproteinlipasa (LPL) y promueve 
el aumento de la trigliceridemia  (Hotamisligil et al., 1993; Bruun et al., 2003). 
También parece estar relacionado el hecho de que el TNF-α es capaz de reducir la 
expresión y secreción de la adiponectina (Arita et al., 1999). A nivel del endotelio 
vascular, además de la actividad proinflamatoria, el TNF-α tiene actividad 
procoagulante ya que estimula la expresión de factores tisulares promoviendo la 
adhesión de los monocitos al endotelio vascular, y la subsiguiente diferenciación a 
macrófagos y células espumosas, situación clave para el inicio y desarrollo de 
enfermedad cardiovascular. Por último, el TNF-α también se secreta y actúa nivel 
neuronal, principalmente en la región hipotalámica que regula la temperatura 
corporal y el apetito. 
 
La mejor forma de tratar la obesidad es mediante su prevención. Aunque las  
intervenciones preventivas sobre la obesidad todavía no han demostrado mejorar la 
prevalencia de la misma, sí se han conseguido mejoras en el conocimiento y 
comportamiento poblacional (Summerbell et al., 2005). Además, el principal 
problema no es el aumento de peso corporal en sí mismo, sino la morbilidad 
asociada a las complicaciones metabólicas que pueden mejorar sustancialmente 
incluso tras una pérdida de peso moderada. 




Los tratamientos tradicionales de reducción de peso basados en las dietas 
hipocalóricas y el aumento de la actividad física han tenido cierto éxito en el control 
de la obesidad. Sin embargo, por lo general estas estrategias dan lugar a 
reducciones de peso limitadas y temporales (Sanz et al., 2009), o sólo a la pérdida 
de un 10% del peso inicial (Jubbin y Rajesh, 2012). Además, en ocasiones, seguir una 
dieta adecuada resulta imposible para algunos pacientes, en parte porque el origen 
de su obesidad es la ansiedad. Estas personas suelen entrar en un círculo vicioso en 
el que comen de forma compulsiva, con sobreingesta y el consiguiente aumento de 
peso. La modificación de la conducta desempeña también un papel importante en 
el tratamiento de la obesidad. Con ella se pretende ayudar al individuo obeso a 
cambiar su actitud frente a la comida y sus hábitos alimentarios y de actividad física. 
El apoyo psicológico y psiquiátrico puede ser necesario, especialmente cuando 
existen alteraciones importantes de la personalidad o cuadros ansioso-depresivos 
relevantes. 
 
Los fármacos son otra de las armas terapéuticas para el tratamiento de la 
obesidad y, en ciertos casos, puede ser necesario completar la dieta con terapia 
farmacológica. En el año 1999, la FDA aprobó el, entonces, único medicamento para 
el tratamiento de la obesidad en Estados Unidos, el orlistat. Este fármaco actúa 
uniéndose a las serinas de las lipasas gástricas y pancreáticas, inhibiendo  de esta 
forma su acción (Ziegler y Quilliot 2000), con lo que se reduce la absorción sistémica 
de grasas contenidas en la dieta. Actualmente en España existen dos fármacos 
aprobados por el Ministerio de Sanidad para el tratamiento de la obesidad: el 
orlistat y la sibutramina. La sibutramina actúa a nivel del sistema nervioso central, 
inhibiendo la recaptación de serotonina y noradrenalina, produciendo sensación de 
saciedad. Recientemente, y después de 13 años, la FDA ha aprobado dos nuevos 
fármacos contra la obesidad: la lorcaserina (Belviq) y la fentermina en combinación 
con el topiramato (Qsymia). La lorcaserina es un agonista de los receptores de la 
serotonina del tipo 5-HT2C situados en el cerebro, que produce sensación de 
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saciedad. La fentermina es un supresor del apetito de la familia de las anfetaminas, 
que actúa como agonista adrenérgico sobre el sistema nervioso central, y el 
topiramato, que es un fármaco antiepiléptico, ayuda a reducir la ingesta 
incontrolada porque bloquea los canales de sodio dependientes en las neuronas y 
potencia la actividad del ácido gamma-aminobutírico en el cerebro.  
 
En casos especiales se puede recurrir a la terapia quirúrgica, como la cirugía 
bariátrica. El tratamiento quirúrgico debe reservarse sólo a pacientes seleccionados 
que cumplen una serie de condiciones y en los que naturalmente hayan fracasado 




El concepto de IR fue introducido en 1936 (Himswort, 1936). Esta condición 
puede definirse como la disminución de la capacidad de la insulina para producir la 
respuesta fisiológica sobre el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Como 
consecuencia, se produce un incremento de la secreción de insulina con el fin de 
compensar la anterior situación, dando lugar a una hiperinsulinemia, que puede ser 
compatible con niveles de glucemia normales, debido a la función compensadora 
ejercida por las células β-pancreáticas. La IR produce también un deterioro de la 
supresión de la salida de glucosa desde el hígado inducida por la insulina, lo que 
agrava la hiperinsulinemia y produce un acúmulo de lípidos en el hígado y en el 
tejido adiposo (Cani et al., 2007). Según progresa esta función compensadora de las 
células β-pancreáticas, los islotes de Langerhans del páncreas son incapaces de 
sostener el estado de hiperinsulinemia. Esto ocasiona una intolerancia a la glucosa, 
con elevación de la glucosa postpandrial y posterior disminución de la secreción de 
insulina, aumento en la producción hepática de glucosa y en último término 
desarrollo de DM2 (Erkelens, 2001; Martínez de Moretin et al., 2003). Así, la IR se 
considera responsable de la hiperglucemia y del aumento en la producción hepática 
de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) y triglicéridos, del aumento de la 
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presión arterial y también de la estimulación de la proliferación tanto vascular como 
endotelial causante del inicio del proceso de aterosclerosis. Algunos autores 
consideran la IR el nexo de unión entre las diferentes manifestaciones del SM y la 
responsable, junto con la obesidad, de la mayor parte de las anomalías presentes en 
este síndrome y uno de los marcadores más tempranos del mismo (Anderson et al., 
2001). 
 
Hasta hace muy poco tiempo la IR se asociaba con DM2 y se consideraba el 
factor principal que ocasionaba la disfunción de las células β-pancreáticas (Salehi et 
al., 2008; Chia y Egan, 2008). Sin embargo, en la actualidad  se han reconocido otros 
factores etiopatogénicos relacionados con el control de la secreción de insulina y de 
glucagón, como son una serie de hormonas producidas por el tracto gastrointestinal 
que se conocen como incretinas y que se liberan en respuesta a la ingestión de 
alimentos (Drucker, 2006). Entre ellas se encuentran el GLP-1 y el polipéptido 
inhibidor gástrico (GIP), que, además de estimular la liberación de insulina, tienen 
otras funciones en el organismo. El GIP promueve la secreción de hormonas del 
adipocito, como la resistina, y aumenta la secreción de glucagón por las células β 
del páncreas. Por su parte, el GLP-1 inhibe la liberación del glucagón, el vaciamiento 
gástrico y la ingesta de comida (Vilsbøll et al., 2001; Abu-Hamdah et al., 2009). El 
efecto de las incretinas es muy breve debido a que inmediatamente después de 
liberarse a la circulación se inactivan por la enzima dipeptidilpeptidasa 4 (DPPIV). De 
hecho, en la actualidad, los tratamientos que se están desarrollando para la DM2 
están orientados a optimizar la acción de estas incretinas o a inhibir la enzima DPP-
IV (Murphy et al., 2006; D´Alessio et al., 2009). Sin embargo, existen discrepancias 
en cuanto a su utilización, ya que algunos investigadores relacionan estos 
tratamientos con graves efectos secundarios como son la pancreatitis, el cáncer 
pancreático y tiroideo entre otros (Labuzek et al., 2013). 
 
Se ha demostrado que hay una fuerte asociación entre la IR y un excesivo 
acúmulo de lípidos fuera del tejido adiposo, particularmente en la musculatura y en 
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el hígado (Blaak, 2005; Noto et al., 2006). Los ácidos grasos son también fuertes 
predictores de la IR a nivel muscular, ya que su oxidación produce la inhibición de la 
utilización de glucosa por el músculo. Así pues, los ácidos grasos están aumentados 
en el tejido muscular de sujetos obesos, y más aún en sujetos con DM2. El efecto 
lipotóxico a largo plazo de los ácidos grasos sobre las células β-pancreáticas 
colabora en el vínculo entre obesidad, IR y desarrollo de DM2 (Ronti et al., 2006). La 
IR provoca además una menor retención de los ácidos grasos libres en adipocitos, lo 
que ocasiona un incremento de flujo de ácidos grasos libres de vuelta al hígado. 
Estos ácidos grasos influyen en la expresión génica de proteínas y en la síntesis 
hepática de lipoproteínas. Todos estos procesos contribuyen al desarrollo de 
dislipemia y complicaciones cardiovasculares.  
 
Entre los tratamientos más utilizados para reducir la IR se encuentran las 
biguanidas (metformina), cuya acción fundamental consiste en disminuir la salida 
hepática de glucosa hacia el torrente sanguíneo (Robinson et al., 1998; Bugianesi et 
al., 2005). Las glitazonas o tiazolidindionas (pioglitazona y rosiglitazona), una nueva 
clase de fármacos antidiabéticos orales que mejoran la sensibilidad tisular a la 
acción de la insulina (principalmente en músculo e hígado) y disminuyen la 
producción hepática de glucosa mediante la estimulación del receptor del activador 
del proliferador de peroxisomas tipo γ (PPAR-γ) (Pittas y Greenberg, 2002; Promrat 
et al., 2004; Neuschwander-Tetri et al., 2003). Destacan también los inhibidores de 
la α-glucosidasa que se utilizan principalmente para reducir la glucemia 
postprandrial en individuos con DM2, y pueden además mejorar la IR de forma 
indirecta a través de señales gastrointestinales (Van de Laar et al., 2006). Cuando la 
diabetes no se controla con monoterapia, una alternativa es la combinación de 










El perfil lipídico que presentan los pacientes que sufren SM se resume en un 
aumento de las concentraciones de colesterol total, asociado a las VLDL y a las 
lipoproteínas de baja densidad (LDL), valores elevados de la apoproteína B-100 y 
otras alteraciones como la hipertrigliceridemia moderada y la disminución del 
colesterol asociado a las lipoproteínas de alta densidad (HDL) (Poirier et al., 2006; 
Ebbert y Jensen, 2013). Estas alteraciones contribuyen de manera significativa al 
incremento de riesgo de enfermedad cardiovascular en individuos con SM 
(McBride, 2008). De hecho, un aumento en la concentración plasmática de 
colesterol de un 1% supone un aumento de un 2-3% en el riesgo de enfermedad 
coronaria (James et al., 2000).  
 
A continuación se explican con más detalle los principales eventos que 
desencadenan la dislipemia en el SM (Figura 2). En primer lugar, se sabe que el 
adipocito visceral es más sensible a los efectos metabólicos de las hormonas 
lipídicas, glucocorticoides y catecolaminas, lo que produce un aumento de la 
liberación de ácidos grasos libres al sistema portal, que sirven como sustrato 
hepático para formar VLDL, y que se encargan de transportar el exceso energético 
en forma de triglicéridos. En segundo lugar, el incremento de la IR conduce a un 
incremento de la producción de apolipoproteína B-100, principal componente 
protéico de las VLDL y las LDL, y con ello un incremento de la síntesis y secreción de 
VLDL.  La sobreproducción de VLDL satura la enzima LPL, que produce una 
disminución de la depuración de triglicéridos postprandiales, provocando la 
hipertrigliceridemia característica del SM (Rashid et al., 2002). Las LDL enriquecidas 
en triglicéridos se convierten en formas más pequeñas y densas. Estas LDL 
pequeñas y densas se oxidan y glicosilan más fácilmente, y son captadas con menor 
frecuencia por el hígado a través del receptor de LDL. Esto favorece su depósito a 
nivel de la pared vascular, lo que determina su capacidad aterogénica. Los cambios 
en la conformación de la apolipoproteína B-100 que se producen en las LDL 
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promueven, además, una mayor afinidad de estas partículas por los proteoglicanos 
arteriales, que se transportan mejor dentro del espacio subendotelial (Berneis y 
Krauss, 2002). En el año 2000, Hotta et al. sugirieron que la hipoadiponectinemia 
observada en el SM, podía acelerar también los cambios ateroscleróticos 
observados en dicho síndrome. La disminución del colesterol HDL parece que es 
secundaria al aumento de VLDL,  a través de la enzima transportadora de esteres de 
colesterol que estimula el intercambio del colesterol desde HDL a VLDL (Matsubara 
et al., 2002). 
 
 El tratamiento farmacológico de la dislipidemia en el SM debe iniciarse con 
estatinas y, de ser necesario, combinar las estatinas con fibratos y derivados del 
ácido nicotínico. En general, con su uso se ha observado una mejoría del perfil 
aterogénico, de la reactividad vascular dependiente de endotelio y de la sensibilidad 
hepática a la insulina, esta última mejora al disminuir el acúmulo de lípidos en 
hígado y músculo (Malik et al., 2001). Otra alternativa es el tratamiento con niacinas 
o vitamina B3. La ingesta de altas dosis de esta vitamina hidrosoluble produce un 
bloqueo o disminución de la lipólisis en el tejido adiposo. La niacina se usa en el 
tratamiento de la dislipemia debido a que reduce las  VLDL y aumenta los niveles de 
HDL (Boden et al., 2011). Otra posibilidad es el tratamiento con Ezetimiba, una 
droga que actúa inhibiendo la absorción del colesterol de la dieta en el intestino 
delgado (García-Calvo et al., 2005), así como en los hepatocitos (Temel et al., 2007).  
Es importante señalar que los esteroles vegetales, componentes alimentarios 
estructuralmente similares al colesterol que se encuentran de manera natural en 
aceites vegetales, legumbres, cereales y frutos secos, poseen efecto 
hipocolesterolémico y su consumo reduce significativamente los niveles de 
colesterol LDL. La utilización de estos compuestos para el tratamiento de la 
hipercolesterolemia ha sido autorizada por la FDA (FDA, formerly Docket No. 2000 
P–1275 y 1276) y recientemente también por la Agencia europea de seguridad 























Figura 2: Esquema del proceso metabólico que desencadena dislipemia en el desarrollo del síndrome metabólico. AGL = ácidos grasos libres; Apo B = 
apolipoproteína B; CETP = Proteína transportadora de ésteres de colesterol; Col = colesterol; IR = insulinorresistencia; HDL = lipoproteínas de alta densidad; LDL = 
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Esteatosis hepática  
 
 La enfermedad del hígado graso no alcohólico o esteatosis hepática, es una 
enfermedad inflamatoria de gran relevancia en la actualidad, directamente 
relacionada con la obesidad, el estrés oxidativo, la IR, la DM2 y la 
hipertrigliceridemia, siendo una de las mayores causas de morbi-mortalidad 
relacionada con patologías hepáticas (Barba, 2008). Se considera la principal 
manifestación hepática del SM. Hasta el momento se desconoce la prevalencia de 
esteatosis hepática en la población general, pero se sabe que esta aumenta en 
grupos de alto riesgo, alcanzando valores de entre el 70 y el 86% en pacientes 
obesos y/o diabéticos. (Barba, 2008; Klein et al., 2008). Esta patología se conoce 
también con el nombre de “enfermedad del este” y se asocia con factores 
socioeconómicos, tipo y composición de las dietas y nivel de actividad física (Musso 
et al., 2003). 
 
La esteatosis hepática provoca cambios histológicos en el hígado que son 
muy parecidos a aquellos inducidos por el consumo excesivo de alcohol. Esta 
dolencia se caracteriza por depósitos de lípidos en el citoplasma de los hepatocitos 
y de las células de Kupffer, en forma de vacuolas lipídicas, que desplazan el núcleo 
celular a la periferia, dando lugar a la formación de células en anillo. Este acúmulo 
de lípidos (del 5 al 10% del peso del órgano) se produce porque el grado de 
lipogénesis es mayor al grado de lipolisis (desequilibrio entre la acumulación y el 
consumo, la oxidación y la disposición de triglicéridos).  Una de las principales 
características histológicas es la esteatosis macrovesicular y los infiltrados 
inflamatorios de leucocitos polimorfonucleares y/o neutrófilos que desencadenan la 
liberación de citoquinas como el TNF-α y la IL-6. Estas citoquinas que, como hemos 
visto aumentan la IR de los tejidos, provocan también un empeoramiento del 
cuadro de esteatosis hepática. La IR se  considera, por lo tanto, el factor 
fisiopatológico individual más importante en el desarrollo de la esteatosis (Charlton 
et al., 2002; Sanyal et al., 2003), y su severidad está además estrechamente 
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relacionada con el grado de obesidad abdominal (Lizardi-Cervera et al., 2004; 
Hamdy et al., 2006; Fan y Farrell, 2008).  
 
Según el grado de afectación hepática la esteatosis se clasifica en diferentes 
estadíos, que pueden ir, desde la simple acumulación de triglicéridos en los 
hepatocitos (esteatosis hepática simple o clase 1), pasando por la esteatosis con 
inflamación no específica (esteatohepatitis o clase 2), esteatosis con degeneración 
balonizante (clase 3), y fibrosis (clase 4). En la última etapa de la enfermedad se 
desarrolla cirrosis y cáncer de hígado. En el caso del SM estaríamos hablando de 
esteatosis de clase 1, relacionada principalmente con la obesidad y la IR, y 
esteatohepatitis de clase 2 relacionada con el estrés oxidativo.  
 
En la actualidad no existe ningún medicamento que, por sí solo, logre 
controlar esta patología. El tratamiento de la esteatosis hepática incluye la 
disminución de peso y la disminución de la IR. La disminución de peso puede 
lograrse con medidas dietéticas y/o aumento de actividad física, y para mejorar la IR 
se utilizan fármacos que aumentan la sensibilidad a esta hormona como 
metformina (Robinson et al., 1998; Bugianesi et al., 2005), pioglitazona (Promrat et 
al., 2004) y rosiglitazona (Neuschwander-Tetri et al., 2003). También se utilizan 
compuestos que tienen efecto en la homeostasis lipídica, que disminuyen los 
depósitos intrahepáticos de lípidos como la S-adenosil-L-metionina. Otra forma de 
abordar el tratamiento de esta patología es mediante la utilización de suplementos 
antioxidantes como la betaína (Miglio et al., 2000; Abdelmalek et al.,  2001) o el α-
tocoferol, análogo de la vitamina E (Lavine, 2000; Hasegawa et al.,  2001; Yoneda  et 
al., 2004). 
 
Estado inflamatorio y estrés oxidativo asociado al síndrome metabólico 
 
Los pacientes con SM presentan un estado de inflamación crónica leve, 
caracterizado por una elevada producción de citoquinas y adipocitoquinas 
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proinflamatorias que contribuyen al desarrollo y mantenimiento de las alteraciones 
metabólicas de forma permanente (Sanz et al., 2009). Como ya se ha comentado 
anteriormente, las concentraciones de mediadores inmunológicos, como el TNF-α y 
la leptina, suelen estar elevadas en la sangre periférica de estos pacientes, mientras 
que las de adiponectina están reducidas (Tilg y Moschen, 2006).  
 
También hemos comentado que el tejido adiposo visceral es mucho más 
activo en la producción de citoquinas que el tejido adiposo subcutáneo, y además la 
grasa visceral puede alcanzar el hígado a través de la circulación portal. Esta grasa 
visceral estimula la inflamación hepática e induce una respuesta inflamatoria 
sistémica crónica (Wang y Nakayama, 2010). En esta situación de obesidad, el tejido 
adiposo experimenta alteraciones celulares y moleculares que se inician con una 
acumulación de macrófagos, y esto desencadena una inflamación local con 
producción de citoquinas proinflamatorias, como el TNF-α. La IR asociada al SM, se 
considera un proceso proinflamatorio en el que también se generan niveles 
elevados de citoquinas (Rader, 2007). La leptina, que en individuos con SM se 
encuentra elevada por la IR, también juega un papel en el desarrollo de inflamación, 
ya que incrementa la activación de células T y de macrófagos y aumenta la 
liberación de TNF-α (Singla et al., 2010).  
 
El SM se asocia también con un aumento del estrés oxidativo en el 
organismo a diferentes niveles. Hay que tener en cuenta que la IR y posterior 
hiperglucemia aumenta, además, la producción de radicales libres a nivel de las 
células endoteliales, e induce un aumento en la formación de productos avanzados 
de glicosilación. Se produce, por tanto, un considerable aumento de anión 
superóxido en las células endoteliales, y aumenta la producción de nitrotirosina (un 
marcador del estrés oxidativo que puede además inducir apoptosis en las células 
miocárdicas). El aumento del estrés oxidativo anula, en último término, la 
vasodilatación dependiente de endotelio en las grandes arterias (Arcaro y Cretti, 
2002). El aumento de especies reactivas de oxígeno asociado a altos niveles de TNF-
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α, puede contribuir también al deterioro renal al inducir disfunción endotelial renal, 
microalbuminuria, expansión mesangial y fibrosis (Liese et al., 2001; Raimundo y 
Lopes, 2011).  
 
Hipertensión arterial asociada al síndrome metabólico 
  
La relación entre los distintos componentes del SM (obesidad, DM2, 
hiperinsulinemia, dislipemia etc.) y las enfermedades cardiovasculares es 
ampliamente conocida y estudiada (Mancia, 2007; Wassink et al., 2007). Se sabe 
que los factores de riesgo que confluyen en el SM, entre ellos la HTA, incrementan 
además la mortalidad cardiovascular (Waine, 2005).  
 
 Dentro de los factores de riesgo adquiridos, la obesidad en sí misma puede 
ser la causa de desarrollo de HTA, pues el aumento de peso se acompaña de 
retención de sodio por aumento de la actividad del sistema renina-angiotensina, y 
aumento del trabajo cardíaco. La pérdida de peso es, por tanto, vital para controlar 
la HTA del paciente con SM. 
 
El SM también se asocia con cambios en la proliferación de las células del 
músculo liso vascular, que se hipertrofia como consecuencia de la acción mitogénica 
de la insulina. La hiperinsulinemia también se relaciona con un estímulo del 
crecimiento del endotelio y una disfunción de este tejido. Se ha comprobado que, 
además, existe gran similitud entre la propia insulina, y los péptidos conocidos 
como factores de crecimiento similares a la insulina (“Insulin-like growth factor-
1”=IGF-1 e “Insulin-like growth factor-2”=IGF-2) que estimulan el crecimiento del 
endotelio (Ueno et al., 2000). La IR conlleva, además, un aumento en la reabsorción 
tubular de sodio y un aumento potencial en los niveles citosólicos de calcio. Además 
de la hipertrofia del músculo liso y la disfunción endotelial, también se señalan 
como mecanismos implicados en la HTA del paciente con SM el incremento de las 
resistencias vasculares periféricas, la activación del sistema nervioso simpático y la 
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modificación del transporte de iones a través de las membranas celulares. Otro 
mecanismo implicado en la HTA asociada al SM son los cambios fisiopatológicos a 
nivel renal que se encuentran estrechamente relacionados con los niveles elevados 
de leptina. Esta adipocitoquina aumenta la actividad simpática a través de su acción 
en el hipotálamo y ocasiona un aumento en los niveles de presión arterial 
(Bełtowski, 2006). 
 
El uso de tratamientos antihipertensivos que bloquean el eje renina-
angiotensina se ha asociado con una menor incidencia de diabetes (Mancia et al., 
2006), y con efectos favorables en las lesiones de los órganos diana de los sujetos 
que la padecen. Por ello, los antihipertensivos inhibidores de la enzima convertidora 
de angiotensina (IECA) y antagonistas del receptor AT1 de la angiotensina II (ARA) 
deben considerarse las drogas de elección para el tratamiento de la HTA en el SM 
(European Society of Hypertension (ESH), ESC 2007). Debido a que los sujetos con 
SM con frecuencia son obesos y sensibles a la sal, parece razonable añadir un 
diurético tiazídico a bajas dosis, aunque debe recordarse que los diuréticos, en 
especial a dosis altas, tienen efectos metabólicos desfavorables sobre la glucemia y 
el perfil lipídico. Otros tratamientos menos frecuentes pero posibles son los 
bloqueantes de calcio, la espironolactona o los beta bloqueantes con acción 
vasodilatadora (carvedilol, nebivolol) (Kaiser et al., 2006).  
 
1.3 La rata Zucker como modelo animal para el estudio del síndrome metabólico 
 
En la actualidad, existen distintos modelos experimentales de síndrome 
metabólico (Tabla 5). Las ratas Zucker obesas son el modelo animal más utilizado y 
mejor conocido de obesidad genética. Estos animales, además de la obesidad que 
les caracteriza, presentan alteraciones semejantes a las que aparecen en el 
síndrome metabólico humano.  
 
En 1961, Zucker y Zucker observaron un fenotipo obeso en un cruce entre la 
cepa M de Merck y ratas Sherman, derivado de una mutación espontánea, 
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denominada fatty (fa), que expresaban los animales homocigóticos para este alelo 
(fa/fa). Esta mutación es autosómica recesiva y afecta al receptor del gen de la 
leptina (lepr) (Chua et al., 1996; Philips et al., 1996), y está localizada en el codón 
+269. La mutación del codón conduce a la expresión de una proteína incorrecta en 
la que la glutamina se sustituye por una prolina (Takaya et al., 1996). Una 
consecuencia directa o indirecta de la pérdida en la regulación mediada por el 
receptor de la leptina es que las ratas Zucker obesas presentan grandes cantidades 
circulantes de esta hormona respecto a sus controles, las ratas Zucker delgadas 
(Picó et al., 2002). 
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Tabla 5. Principales modelos experimentales de ratas para el estudio del síndrome metabólico. HTA 
= hipertensión arterial. IR= insulinorresistencia 
 
Modelos experimentales y principales patologías desarrollan Referencias 
Receptor de la leptina no funcional 
Rata Stroke-prone-SHR (SHRSP)  
HTA, obesidad, hiperlipidemia e hiperinsulinemia. 
Yamori et al., 1978 
Rata SHROB (spontaneously hypertensive-obese) 
HTA, obesidad e hiperfagia 
Koletsky, 1973 
Rata SHHF (spontaneously hypertensive-heart failure) 
HTA, fallo cardiaco y DM2. 
McCune et al., 1990 
Rata JCR-LA-cp  
Obesidad, hiperfagia, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia  
Russell et al., 1989 
Rata Zucker  
Obesidad, hiperfagia, hiperlipidemia, IR, HTA moderada 
Zucker y Zucker, 1961 
Zucker diabéticas 
Obesidad, hiperfagia, hiperlipidemia, IR, HTA moderada y DM2 
Peterson et al., 1990 
Receptor de la leptina funcional 
Rata Wistar Otawa 
Hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia  
Colle et al., 1981 
Rata Otsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLETF) 
Obesidad, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e hiperglucemia   
Shima et al., 1996 
Inducidos por dieta 
Dieta alta en fructosa 
Hipertrigliceridemia, IR y resistencia a la leptina 
Bray et al., 2004; Shapiro et al., 
2008 
Dieta alta en sacarosa 
Obesidad, esteatosis, hipertrigliceridemia e IR  
Kanarek et al., 1987; Coelho et 
al., 2010 
Dieta hipergrasa 
Obesidad, esteatosis, hipertrigliceridemia e IR 
Buettner et al., 2007; Sweazec 
et al., 2010 
Dieta hipergrasa y alta en fructosa 
Obesidad, esteatosis, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e IR 
Panchal  y Brown,  2011 
Dieta hipergrasa y alta en sacarosa 
Obesidad, esteatosis, hiperinsulinemia e hiperleptinemia 
Sato et al., 2010 
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Las ratas Zucker obesas son un modelo de obesidad genético que se asemeja 
en muchos aspectos al SM humano (Fellmann et al., 2013), ya que además de la 
obesidad que les caracteriza, acusan varias anomalías endocrinas usuales también 
en estos pacientes (Frisbee et al., 2002; Aleixandre y Miguel, 2009). Estos animales 
manifiestan una acusada hiperfagia y obesidad debido principalmente a un acúmulo 
de grasa en la zona abdominal. Las ratas Zucker obesas desarrollan, de hecho, 
hiperplasia e hipertrofia de adipocitos (Johnson et al., 1971), dislipemia (Stern et al., 
1972; Bryce, 1977; Ionescu et al., 1985; Muller y Cleary, 1988) y daño renal (Kasiske 
et al., 1992). Una de las posibles lesiones primarias que acarrearía la mutación fa 
sería el incremento en la actividad de la LPL del tejido adiposo. El incremento en la 
actividad de esta enzima podría correlacionarse con el aumento en la captura de 
triglicéridos por este tejido (Maggio y Greenwood, 1982), lo que se relaciona con el 
elevado contenido en el plasma de triglicéridos, ácidos grasos y colesterol en estos 
animales (Zucker, 1965; Witztum y Schonfeld, 1979; Turkenkopf et al., 1980). Las 
ratas Zucker obesas presentan además resistencia a las acciones metabólicas de la 
insulina, y desarrollan hiperinsulinemia y ligera intolerancia a la glucosa, pero no 
manifiestan hiperglicemia postpandrial (Fellmann et al., 2013). Las concentraciones 
de glucosa de estas ratas son, en realidad, normales o sólo ligeramente altas. 
 
También hay que tener en cuenta que la obesidad está asociada con un 
estado de inflamación crónica. Las ratas Zucker obesas también padecen una 
producción anormal de mediadores inflamatorios, como un aumento de los niveles 
de TNF-α (Picchi et al.,  2006) o de angiotensina II (De Gasparo,  2002). Se ha 
postulado que la sobreexpresión de TNF-α o angiotensina II, provenientes del tejido 
adiposo, induce en estos animales una activación de la NADPH oxidasa, y por ello en 
las ratas Zucker obesas se produce más cantidad de anión superóxido. Este 
aumento de estrés oxidativo podría relacionarse con el desarrollo de HTA y 
alteraciones vasculares que pueden aparecer con la edad en estos animales (Zucker  
y Zucker, 1961; Zucker, 1965; Lash et al., 1989; Tofovic y Jackson, 2003). 
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Las ratas Zucker delgadas, heterocigotas para el alelo fa, tienen un perfil 
lipídico semejante al de las ratas Sprague-Dawley (Zucker, 1965; Barry y Bray, 1969) 
y al de las ratas Wistar (Schonfeld y Pfleger, 1971). Estos animales son sensibles a la 
insulina, son normoinsulinémicos, y su tolerancia a la glucosa es normal. Por lo que 
se pueden usar como el control de las ratas Zucker obesas. 
 
1.4 Componentes de los alimentos con actividad biológica. El huevo como fuente 
de péptidos bioactivos 
 
A lo largo de la historia, la humanidad se ha ido concienciando que los 
hábitos alimenticios influyen en el desarrollo de ciertas enfermedades. La célebre 
frase de Hipócrates “qué tu alimento sea tu medicina, y tu medicina sea tu 
alimento” hoy en día tiene fundamento científico, ya que se sabe que, más allá de 
sus propiedades nutricionales, los componentes de los alimentos pueden ejercer 
distintas actividades biológicas, y pueden, por consiguiente, producir un efecto 
beneficioso sobre una o varias funciones específicas en el organismo. Distintos 
estudios epidemiológicos han conseguido que se demuestre el beneficio del 
consumo de dietas más saludables y en el momento actual la población considera 
los alimentos desde una nueva perspectiva, ya que numerosos trabajos científicos 
han avalado a algunos de sus componentes como ingredientes de interés para la 
salud. En los últimos años, estos componentes alimentarios con actividad biológica 
se están utilizando para desarrollar nuevos alimentos denominados alimentos 
funcionales.  
  
Debido al creciente interés que suscitan, la Unión Europea, ha regulado la 
información dirigida al consumidor sobre los efectos favorables que los alimentos 
funcionales ejercen sobre la salud y sobre la prevención de enfermedades 
(Reglamento CE Nº 1924/2006). En base a esta regulación, en el desarrollo de un 
alimento funcional será imprescindible comprobar científicamente las propiedades 
beneficiosas que se alegan, especialmente cuando se trata de nuevos alimentos. El 
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desarrollo de un alimento funcional tendrá que cumplir varios objetivos, pues será 
necesario identificar los principios activos y también confirmar su seguridad, 
establecer las dosis necesarias para el efecto y dilucidar la base en que se 
fundamenta el mismo; es decir, averiguar su mecanismo de acción. Las pruebas de 
bioactividad in vitro han servido muchas veces para descubrir nuevas actividades 
biológicas en estos alimentos, pero estas pruebas no resultan suficientes para 
cumplir con todos los requisitos mencionados. Por eso, cada vez existen más 
estudios in vivo que utilizan animales de experimentación para evaluar los 
compuestos de origen alimentario que previamente han mostrado bioactividad in 
vitro. Hoy día, además, son absolutamente necesarios los estudios de intervención 
en humanos, bien planificados, para que sus efectos beneficiosos queden 
suficientemente demostrados (Aggett, 2009). 
 
De todos los componentes alimentarios, las proteínas se han convertido en 
una de las fuentes principales para la obtención de alimentos funcionales. Además 
del valor nutricional, determinado por su digestibilidad y la composición de los 
aminoácidos constituyentes, las proteínas alimentarias pueden ejercer 
directamente ciertas actividades biológicas cuando se ingieren en la dieta. En los 
últimos años se han descrito numerosas proteínas, tanto de origen animal como de 
origen vegetal, que poseen actividad biológica, y se continúa la investigación de 
nuevas fuentes proteicas con potenciales propiedades beneficiosas sobre la salud.  
  
En la actualidad, las proteínas alimentarias se investigan no sólo desde el 
punto de vista nutricional o funcional, sino como materia prima para la obtención 
de péptidos bioactivos (Korhonen y Pihlanto-Leppälä 2002), ya que toda fuente de 
proteínas alimentarias es susceptible de aportar péptidos funcionales. Estos 
péptidos funcionales o bioactivos se definen como secuencias específicas de 
aminoácidos inactivos en el interior de la proteína precusora, que ejercen 
determinadas actividades biológicas tras su liberación mediante hidrólisis química o 
enzimática (Meisel, 1998; Mine y Kovacs-Nolan, 2006; Korhonen, 2009). 
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Generalmente son péptidos de pequeño tamaño, de 3 a 20 aminoácidos, aunque en 
algunas ocasiones pueden exceder esa longitud, que se liberan durante el 
procesado industrial de los alimentos, o bien durante la digestión gastrointestinal 
(Pihlanto-Leppälä 2001; Shahidi y Zhong, 2008), pudiendo ejercer un importante 
papel en la regulación y la modulación metabólica, que sugiere su uso potencial 
como ingredientes de alimentos funcionales para promover un buen estado de 
salud o para reducir el riesgo de padecer una determinada enfermedad. 
  
En los últimos años y, debido al interés científico que han suscitado, se han 
desarrollado técnicas para la obtención de nuevos péptidos bioactivos a partir de 
proteínas alimentarias. Uno de los métodos más extendidos es la hidrólisis 
enzimática. Dependiendo de la fuente protéica, del tipo de enzima usada, y del 
grado de hidrólisis determinado por las condiciones utilizadas (relación 
enzima/sustrato, tiempo de incubación, pH y temperatura) se van a definir los 
péptidos obtenidos y en gran medida las características del hidrolizado, como la 
actividad biológica (Wang y González de Mejía, 2005). El tipo de enzima juega un 
papel esencial en la formación y el tipo de péptidos bioactivos producidos 
(Vermeirssen et al., 2003; Mulero-Cánovas et al., 2011). Las primeras enzimas 
utilizadas en la obtención de péptidos bioactivos fueron proteasas pancreáticas de 
origen animal, si bien cada vez están adquiriendo mayor importancia las de otros 
orígenes (vegetal, bacteriano o fúngico). Por ello, y para conseguir una gran 
heterogeneidad en la producción de hidrolizados proteicos es muy importante la 
utilización de enzimas de diferentes orígenes y especificidades. Una vez liberados, 
estos péptidos activos pueden ejercer distintas actividades biológicas en el 
organismo y tener efecto sobre la salud humana. Desde su descubrimiento, en 
1979, se han descrito péptidos derivados de proteínas alimentarias con diferentes 
actividades biológicas, antihipertensiva, opioide, antioxidante, hipocolesterolémica, 
inmunomodulante, antimicrobiana o antidiabética, entre otras (Möller et al., 2008) 
(Tabla 6). En la actualidad, ya se comercializan en algunos países estos productos 
que contienen péptidos destinados a la prevención y/o el tratamiento de la HTA, 
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cuya actividad viene avalada por distintos ensayos clínicos (Seppo et al., 2003; 
Tuomilehto et al., 2004; Nakamura et al., 2011; Turpeinen et al., 2011).   
 
Tabla 6: Principales actividades biológicas encontradas en péptidos de origen alimentario. IECA = 
Inhibidora de la enzima convertidora de Angiotensina. IECE = Inhibidora de la enzima convertidora 




Saito et al., 2000; Hernández-Ledesma et al., 2006; 
Miguel et al., 2005; Gouda et al., 2006 
Antioxidante 
Gobetti et al., 2002; Dávalos et al., 2004; 
Hernández-Ledesma et al., 2006 
IECE Maes et al., 2004; Okitsu et al., 1995 
Vasodilatadora 
Seppo et al., 2003; Mizushima et al., 2004; De Leo et 
al., 2009 
Hipocolesterolémica 
       -Unión a los ácidos biliares 
       -Alteran solubilidad micelas de colesterol 
       -Modifican expresión enzimas lipogénicas 
       -Inhiben LPL 
 
Liaset et al., 2009; Choi et al., 2002 
Zhong et al., 2007 
Cho et al., 2008; Zhang et al., 2011 
Kagawa et al., 1996 
Inmunomoduladora Matar et al., 2001; Meisel y FitzGerald 2003 
Antidiabética 
       -Inhiben α-glucosidasa o α-amilasa 
       -Inhiben DPP IV 
 
Yu et al., 2011 
Wang et al., 2012; Tulipano et al., 2011 
Reguladora de la ingesta 
Shimizu y Son, 2007; Foltz et al., 2008; Tulipano et 
al., 2011 
Antimicrobiana Orsi, 2004; Kovacs-Nolan et al., 2005 
Opiácea Meisel y FitzGerald, 2000; Kitts y Weiler, 2003 
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Entre las proteínas alimentarias, las proteínas del huevo, que están 
principalmente presentes en la clara del huevo, se consideran de alto valor 
biológico y son una fuente muy importante de nitrógeno en la dieta. Este alimento 
juega además un papel fundamental en la nutrición humana. La estructura y 
funcionalidad de las proteínas de la clara del huevo ha sido ampliamente estudiada, 
y es probablemente la versatilidad de este alimento y la diversidad de proteínas que 
contiene, con muy diferentes propiedades fisicoquímicas (masas moleculares y 
puntos isoleléctricos) (Guerin-Dubiard et al., 2006), lo que lo hace especialmente 
atractivo para la búsqueda de nuevas moléculas biológicamente activas. Pese a ello, 
relativamente pocos estudios han abordado la producción de péptidos bioactivos a 
partir de proteínas de huevo y no existe evidencia de su utilización clínica en la 
literatura reciente.  
 
En el momento actual, se han descrito péptidos derivados de hidrolizados de 
proteínas de huevo con diferentes actividades biológicas. Por ejemplo, se han 
descrito péptidos derivados de proteínas de huevo con actividad antihipertensiva 
en ratas SHR tras su administración aguda (Fujita et al., 1995; Miguel et al., 2005) y 
también tras su administración crónica (Yoshii et al., 2001; Miguel et al., 2006). El 
efecto antihipertensivo de estos péptidos se ha asociado principalmente con un 
mecanismo vasodilatador endotelio-dependiente (Fujita et al., 1995; Scruggs et al., 
2004; Miguel et al., 2006), o con su capacidad para inhibir la ECA in vitro (Miguel et 
al., 2004; Yu et al., 2011; Ahmad et al., 2012) o in vivo (Miguel et al., 2007). También 
se han descrito péptidos derivados de proteínas de huevo con propiedades 
antioxidantes bien por su capacidad neutralizadora de radicales libres (Jung et al., 
2001), por su capacidad de inhibir la oxidación de las LDLs (Dávalos et al., 2004), y 
producir por ello efectos beneficiosos sobre el perfil lipídico (Manso et al., 2008), o 
bien por disminuir el estrés oxidativo asociado a la inflamación (Huang et al., 2010). 
Recientemente, también se han descrito péptidos derivados de ovoproteínas con 
actividad hipoglucémica capaces de inhibir la enzima α-glucosidasa (Yu et al., 2012). 
Se ha descrito además que la ingesta de proteínas de huevo produce un efecto 
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saciante mayor y consecuentemente una ingesta calórica menor que las proteínas 
de otros alimentos como la leche y la soja (Vander Wal et al., 2005; Ratliff et al., 
2010).  
 
En lo que se refiere a péptidos bioactivos, la investigación actual demanda 
evaluar más de una actividad biológica, con el objetivo de estudiar la 
multifuncionalidad de estas secuencias y su capacidad para afectar sobre varias 
funciones específicas en el organismo a la vez. La mayoría de los estudios llevados a 
cabo en esta línea evalúan únicamente dos propiedades biológicas de forma 
simultánea. Principalmente se estudia su capacidad para inhibir la ECA y su 
capacidad antioxidante o vasodilatadora, debido a la estrecha relación que existe 
entre el estrés oxidativo y las alteraciones vasculares con la HTA (Miguel et al., 
2004; Miguel et al., 2007a; Segura-Campos et al., 2010; Yamada et al., 2010), pero 
también existen trabajos que evalúan la actividad inhibidora de la ECA 
conjuntamente con otras actividades como la actividad hipoglucémica (Otani et al., 
2009). Sin embargo existen muy pocos estudios en los que se evalúan más de dos 
actividades a la vez (Correa et al., 2011), y en ocasiones, lo que se investigan son 
distintos mecanismos de acción implicados en una misma actividad biológica (Li y 
Aluko, 2010). Existen estudios con otros componentes alimentarios en los que la 
presencia de multiactividad biológica sirve de base para investigar su posible 
utilización en patologías multifactoriales como el SM, como por ejemplo  estudios 
tras el consumo de resveratrol (Rivera et al., 2009; Gómez-Zorita et al., 2012), de 
quercetina (Rivera et al., 2008) o de ácido linoleico conjugado (Gilbert et al., 2011).        
 
Sin embargo, y a pesar de que se ha descrito que los hidrolizados y los 
péptidos derivados de proteínas de huevo pueden presentar más de una actividad 
biológica, es necesario abordar su estudio desde una perspectiva multifuncional. 
Por todo lo anteriormente expuesto, nos propusimos investigar como nueva 
perspectiva para el tratamiento del SM la posible utilización de alimentos 
multifuncionales de naturaleza proteica, capaces de afectar a las distintas 
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El objetivo global del presente trabajo ha consistido en la obtención de 
hidrolizados de proteínas de huevo multifuncionales que permitan controlar 
algunas de las patologías asociadas al síndrome metabólico (obesidad, diabetes, 
dislipemia y/o hipertensión).  
 
Nuestra hipótesis de trabajo se basó en que la administración oral de un 
hidrolizado de clara de huevo que contuviera péptidos con diferentes actividades 
biológicas podría ser de utilidad para mejorar y/o prevenir simultáneamente 
algunas de las alteraciones cardiometabólicas asociadas al síndrome metabólico.     
 
Para conseguir el objetivo propuesto se llevó a cabo el siguiente plan de 
trabajo: 
 
a. Obtención de hidrolizados enzimáticos a partir de proteínas de huevo que 
combinen en la mayor medida posible actividad inhibidora de la enzima 
convertidora de angiotensina, antioxidante, hipocolesterolémica y antidiabética in 
vitro.  
b. Caracterización in vivo del efecto de los hidrolizados seleccionados en 
base a sus actividades in vitro, mediante la utilización de un modelo animal que 
presenta alteraciones semejantes a las de los pacientes con síndrome metabólico, 
las ratas Zucker obesas. Para ello se evaluó el efecto en este modelo experimental 
de la administración de los hidrolizados seleccionados sobre: 
- la obesidad y el metabolismo lipídico  
- el metabolismo de la glucosa 
- el estrés oxidativo y la inflamación  
- el sistema cardiovascular  
 
La finalidad de esta investigación es poder abordar los estudios en humanos 
que nos permitan sentar las bases de los efectos que este tipo de componentes 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
En esta Tesis Doctoral se llevó a cabo, en primer lugar, la obtención de 
hidrolizados de clara de huevo utilizando para ello diferentes enzimas de grado 
alimentario. En cada uno de los hidrolizados obtenidos se determinaron in vitro 
diferentes actividades biológicas (inhibidora de la enzima convertidora de 
angiotensina (ECA), antioxidante, hipocolesterolémica e inhibidora de la dipeptidil-
dipeptidasa IV (DPP IV)). Asimismo, cada uno de los hidrolizados se analizó 
mediante cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC) para determinar el grado 
de hidrólisis. Posteriormente, se seleccionaron aquellos hidrolizados en los que 
confluían el mayor número de actividades biológicas in vitro de forma simultánea y 
esos hidrolizados se analizaron, además, mediante HPLC acoplado a espectrometría 
de masas (HPLC-MS/MS) con el objetivo de identificar las secuencias peptídicas 
potencialmente responsables de su actividad biológica. 
 
A continuación se realizó un estudio experimental para evaluar el efecto de 
la administración de los hidrolizados de clara de huevo previamente seleccionados 
en base a las actividades in vitro anteriormente mencionadas, sobre las alteraciones 
más frecuentes asociadas al síndrome metabólico (SM) (obesidad, diabetes, 
dislipemia e hipertensión arterial). Para ello utilizamos el modelo genético de ratas 
Zucker obesas, a las que se les administró durante 12 semanas cada uno de los 
hidrolizados seleccionados. Durante el estudio se registraron parámetros como el 
peso corporal, la ingesta sólida y la ingesta líquida. Al finalizar el periodo 
experimental se evaluó en los animales la presión arterial. Posteriormente los 
animales se sacrificaron y se obtuvieron muestras de sangre y diferentes órganos 
para realizar distintas determinaciones  con el objetivo de profundizar en el efecto 
que producía cada uno de los hidrolizados en estos animales y dilucidar, además, su 























Figura 3. Esquema representativo de la estrategia utilizada para la obtención de hidrolizados 
multifuncionales útiles en las complicaciones asociadas al síndrome metabólico.  
 
3.1 Obtención de hidrolizados de la clara de huevo  
 
Para obtener los diferentes hidrolizados se empleó como sustrato clara de 
huevo pasteurizada de origen comercial (Guillén, España). La hidrólisis se llevó a 
cabo con diferentes enzimas, de distintos orígenes (digestivo, vegetal, bacteriano y 
fúngico), todas ellas de grado alimentario (Tabla 7).  
  
A continuación se muestran las enzimas utilizadas, su nombre comercial y su 
procedencia: 
- ALCALASE 2.4LFG: Subtilisina (E.C. 3.4.21.62) 2.4 AU-A/g procedente de 





CLARA DE HUEVO 
HIDROLIZADOS 
 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 h 
HIDRÓLISIS 
Proteína intacta Péptidos bioactivos 
Actividad inhibidora de la DPP IV 
DPPIV Inhibitor Screening Assay Kit,  
(Cayman Chemical Company, Estados Unidos ) 
  
Actividad Inhibidora de la ECA 
Sentandreu & Toldrá, 2006 
Actividad antioxidante 
Dávalos et  al., 2004 
Actividad hipocolesterolémica 
Yoshie-Stark y Wasche, 2004 
SELECCIÓN DEL HIDROLIZADO 
ESTUDIOS IN VITRO 
   
Determinación del grado de hidrólisis    
RP-HPLC a escala analítica 
 
Hidrolizados seleccionados 
ESTUDIOS IN VIVO → Ratas Zucker obesas 
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- BC PEPSIN 1:3000: Pepsina (E.C. 3.4.23.1) procedente de estómago de cerdo 
(Biocatalysts, Reino Unido). 
- FLAVOURZYME 1000L: Aminopeptidasa (E.C. 3.4.23.18) procedente de 
Aspergillus oryzae (Novozymes). 
- NEUTRASE 0.8L: Neutrasa (E.C. 3.4.24.28) ≥0.8 U/g, procedente de Bacillus 
Amyloliquefaciens  (Novozymes). 
- PANCREATIN 4XNF: Pancreatina procedente de páncreas porcino  
(Biocatalysts). 
- PEPTIDASE 433P: Aminopeptidasa (E.C. 3.4.11.1) procedente de Rhizopus 
oryzae (Biocatalysts). 
- PROMOD 144P 100TU: Papaína (E.C. 3.4.22.2) procedente de papaya 
(Biocatalysts). 
- PTN 6.0 Saltfree: Tripsina (E.C. 3.4.21.4) procedente de páncreas porcino 
(Novozymes). 
 
Las condiciones de hidrólisis óptimas para cada enzima, seleccionadas en base a 
las especificaciones de cada fabricante, se detallan en la siguiente tabla.  
 
Tabla 7. Desglose de las enzimas de grado alimentario utilizadas en la obtención de hidrolizados de 
clara de huevo funcionales. Condiciones óptimas de hidrólisis e inactivación de cada una de las 
enzimas utilizadas.  
Parámetros ALCALASA FLAVOURZYME NEUTRASA PTN 6.0 BC PEPSIN PEPTIDASA PANCREATIN PROMOD 
2.4L FG 1000L 0.8L Saltfree 1:3000 433P 4XNF 144GL
pH 7.5 6.5 7 7.5 2 7 7.5 6.5
Temperatura 50 50 50 38 37 50 38 65
(°C)
Concentración  1/300 1/300 1/300 2:100 2:100 2:100 2:100 2:100
(E/S)  (v/v)  (v/v)  (v/v) (p/p) (p/p) (p/p) (p/p) (p/p)
Inactivación ↑Tª 95°C ↑Tª 95°C  ↑Tª 95°C ↑Tª 95°C ↑pH 7 ↑Tª 95°C ↑Tª 95°C ↑Tª 95°C
 15min 15min 15min 15min 15min 15min 15min




Las hidrólisis se realizaron en un baño termostático con agitación durante 48 
horas. Se recogieron alícuotas a tiempo 0 y a las 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 horas. La 
inactivación de las diferentes enzimas se consiguió calentando cada uno de los 
hidrolizados a una temperatura superior a los 95 °C, durante 15 minutos, excepto la 
pepsina que se inactivó elevando el  pH por encima de 7.0 con NaOH 5 N.  
 
Posteriormente todos los hidrolizados se centrifugaron a 2500 g durante 15 
minutos, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C hasta su 
utilización.  
 
3.2 Selección del hidrolizado en base a sus actividades in vitro 
 
En cada uno de los hidrolizados obtenidos a diferentes tiempos se llevaron a 
cabo las determinaciones in vitro que se describen a continuación con el fin de 
poder seleccionar los hidrolizados más prometedores.  
 
3.2.1 Medida de la actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina  
 
La actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se 
determinó de acuerdo con el método desarrollado por (Sentandreu y Toldrá, 2006) 
con algunas modificaciones (Quirós et al., 2009) (Figura 4).  
 
El método utilizado se basa en la hidrólisis del compuesto o-
aminobenzoilglicil-p-nitrofenilalanil-prolina (Abz-Gly-Phe(NO2)-Pro, Sigma-Aldrich 
S.A., España) por la acción de la ECA (EC 3.4.15.1, Sigma-Aldrich). Esta reacción da 
lugar al producto fluorescente o-aminobenzoilglicina (Abz-Gly). El sustrato (Abz-Gly-
Phe(NO2)-Pro) se disolvió en tampón Tris 0.15 M con NaCl 1.125 M a pH 8.3 para 
obtener una concentración final de 0.45 mM. La ECA se preparó a una 
concentración de 0.04 U/ml de enzima en tampón Tris 0.15 M que contenía ZnCl2 
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0.1 µM a pH 8.3. Para llevar a cabo el ensayo se utilizó una placa multipocillo de 
poliestireno negra con fondo redondo (Costar, Estados Unidos).  
 
Se añadieron 40 µl de agua bidestilada en los pocillos controles y en los 
blancos, y 40 µl de muestra en el pocillo correspondiente a la muestra y al blanco de 
muestra (igual que el blanco pero sustituyendo el agua por muestra, para tener en 
cuenta posibles interferencias). A continuación se añadieron 40 µl de solución de 
enzima en los pocillos control y en los pocillos con muestras, y 40 µl de tampón Tris 
en los blancos y en los pocillos correspondientes a los blancos de muestra.  
 
La reacción enzimática se inició tras añadir 160 µl del sustrato y se incubó 
inmediatamente a 37 °C en un fluorímetro (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, 
Alemania). La fluorescencia se midió a los 30 minutos, siendo la longitud de onda de 
excitación de 350 nm y la de emisión 420 nm. La medida de fluorescencia del 
equipo se controló mediante el software Optima Control.  
 
 
Figura 4.  Reacción que cataliza la ECA dando lugar a un producto fluorescente, de modo 
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Todas las muestras se prepararon por triplicado y se llevaron a cabo al 
menos 2 ensayos independientes para cada muestra. El porcentaje de inhibición de 




FC: Fluorescencia emitida tras la acción de la ECA sobre el sustrato fluorescente sin 
inhibidor (control). 
FM: Fluorescencia emitida tras la acción de la ECA sobre el sustrato fluorescente en 
presencia de una sustancia supuestamente inhibidora (muestra). 
FB: Fluorescencia emitida por el sustrato fluorescente (blanco). 
FBM: Fluorescencia emitida por el substrato fluorescente y la muestra (blanco de 
muestra). 
 
Los resultados finales se expresaron como IC50, que se define como la 
concentración de proteínas de cada muestra problema que inhibe el 50 % de la 
actividad de la enzima. 
 
3.2.2 Medida de la actividad antioxidante  
 
Para determinar la actividad antioxidante, se utilizó el ensayo ORAC (Oxigen 
Radical Absorbance Capacity) y se utilizó fluoresceína como sustrato oxidable. Este 
ensayo se llevó a cabo según el método descrito por Ou et al. (2001), modificado 
por Dávalos et al. (2004).  
 
Este ensayo mide la capacidad que tienen los antioxidantes presentes en 
una muestra para neutralizar los radicales peroxilo, que se originan a partir de la 
descomposición térmica del 2,2´-azo-bis-(2-metilpropionamidina) dihidrocloruro 
(AAPH) (Sigma-Aldrich) y que causa la oxidación de la fluoresceína que actúa como 
sustrato (Figura 5). Como antioxidante de referencia se utilizó el ácido 6-hidroxi-
                                                                        (FC - FB) – (FM – FBM) 
Actividad inhibidora de la ECA (%) =      -------------------------------  X 100 
                                                                                  FC - FB 
                                                                                                                    Material y Métodos 
52 
 
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox) (Sigma-Aldrich), análogo soluble de 
la vitamina E.  
 
El AAPH, el trolox y las muestras se diluyeron en tampón fosfato (75 mM, pH 
7.4). El trolox se diluyó para obtener diferentes concentraciones  (0.2 - 2 nmol) con 
las que se construyó una curva de calibrado de referencia.  Las soluciones de AAPH 
y trolox se prepararon diariamente. Se preparó también una solución stock de 
fluoresceína (1.17 mM) en el mismo tampón, que se almacenó en oscuridad a 4 °C 
durante 4 semanas.  La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 200 µl (20 µl 
de la muestra correspondiente, 120 µl de fluoresceína y 60 µl de AAPH). 
 
La fluorescencia se midió usando un fluorímetro (FLUOstar OPTIMA), siendo 
la longitud de onda de excitación de 485 nm y la de emisión 520 nm.  Se utilizaron 
placas multipocillo de poliestireno negras (Nunc, Dinamarca), y la medida de 
fluorescencia se realizó a 40 °C cada minuto, durante 95 minutos. Las medidas de 
fluorescencia se normalizaron con respecto al blanco (no antioxidante). A partir de 
las curvas normalizadas se calculó el área bajo la curva (AUC) de descenso de 
fluorescencia utilizando la siguiente fórmula:        





Donde fo es la lectura de la fluorescencia inicial a 0 minutos y fi es la lectura 
de fluorescencia después de i minutos. 
  
Todas las muestras se prepararon por triplicado y se llevaron a cabo al 
menos tres ensayos independientes para cada muestra. Los valores de ORAC se 
expresaron como μmol de equivalentes de trolox/g de proteína, usando para ello la 
curva del patrón calculada para cada ensayo. 
i=80
i =1
AUC= 1+ ∑ fi /f0
 




Figura 5. Esquema simplificado del proceso de oxidación de la fluoresceína por los radicales peroxilo 
producidos por la descomposición térmica del 2,2´-azo-bis-(2-metilpropionamidina) dihidrocloruro 
(AAPH). Tomado de Ou et al., 2001. 
 
3.2.3 Medida de la actividad hipocolesterolémica 
 
Para determinar la actividad hipocolesterolémica se utilizó el ensayo 
descrito por Yoshie-Stark y Wasche (2004). Este ensayo se basa en la capacidad 
potencial de los péptidos para unirse a las micelas, formadas por los ácidos biliares 
y a las que se une el colesterol para ser absorbido. Los péptidos que poseen la 
propiedad de unirse a estas micelas provocan su precipitación a nivel intestinal, lo 
que disminuye la absorción del colesterol de la dieta y hace que no aumenten sus 
niveles plasmáticos. Por otro lado, al no reabsorberse los ácidos biliares, se necesita 
colesterol endógeno para su síntesis de novo, y en consecuencia disminuyen los 
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Para determinar esta capacidad de unión, se preparó una mezcla con 
diferentes ácidos biliares que se asemeja a la composición de la bilis humana (ácido 
glicocólico (9 mmol/L), ácido glicochenodeoxicólico (9 mmol/L), ácido 
glicodeoxicólico (9 mmol/L), ácido taurocólico (3 mmol/L), ácido 
taurochenodeoxicólico (3 mmol/L) y ácido taurodeoxicólico (3 mmol/L), (Sigma-
Aldrich). La concentración postprandial de ácidos biliares en la zona distal del 
intestino es de aproximadamente 2 mM mientras que en la zona proximal puede 
llegar a ser de 10 mM (Hamilton et al., 2007). Nuestra concentración de trabajo fue 
por lo tanto de 6 mM. 
 
Se incubó la mezcla de ácidos biliares con los diferentes hidrolizados durante 
2 horas a 37 °C. Tras centrifugar esta mezcla se determinó en el sobrenadante la 
cantidad de ácidos biliares mediante un kit comercial (Bile acids, Trinity Biotech Plc, 
Irlanda), que se basa en que, durante la oxidación de los ácidos biliares, reacción 
catalizada por la enzima 3 alpha-hidroxiesteroide deshidrogenasa, se reduce la 
nicotinamida adenina dinucleótido (NAD) a nicotinamida adenina dinucleótido 
deshidrogenasa (NADH). Posteriormente el NADH se oxida, y el nitroazul de 
tetrazolio (NBT) se reduce bajo la acción catalítica de la enzima diaforasa. El 
formazan liberado tras esta reacción se midió a 530 nm en un espectrofotómetro 
(Biotek HT Sinergy, Estados Unidos), controlado por el software Gen 5 1.06 (Figura 
6). La intensidad del color que se produce es directamente proporcional a la 
concentración de ácidos biliares que hay en las muestras.  
 
Ácidos 3α-hidroxibiliares + NAD                     Ácidos 3-oxobiliares + NADH  
 
     NADH + NBT                          NAD + Formazan (compuesto coloreado) 
 
Figura 6.  Esquema simplificado del proceso de oxidación de los ácidos biliares dando lugar a 
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Todas las muestras se prepararon por triplicado y se llevaron a cabo al 
menos 3 ensayos independientes para cada muestra. Los resultados se expresaron 
en mmol unido/mg de proteína. 
 
3.2.4 Medida de la actividad inhibidora de la enzima dipeptidil-dipeptidasa IV 
 
 La actividad inhibidora de la enzima dipeptidil-dipeptidasa IV (DPP IV) se 
determinó mediante un kit comercial (DPPIV Inhibitor Screening Assay Kit, Cayman 
Chemical Company, Estados Unidos). Este ensayo se basa en la hidrólisis de un 
sustrato fluorogénico, 7-amino-4-metil-cumarina (AMC) por la acción de la DPP IV 
(EC 3.4.14.5). La rotura de los enlaces peptídicos producida por la enzima libera 
AMC que se mide mediante fluorescencia.  
 
La reacción se llevó a cabo mezclando 10 µl de enzima, con 10 µl de la 
muestra a analizar y 50 µl de AMC (200 µM), responsable de disparar la reacción. La 
mezcla se incubó durante 30 minutos a 37 °C y se midió en un fluorímetro (FLUOstar 
OPTIMA), siendo la longitud de onda de excitación de 350 nm y la de emisión 450 
nm. Todas las muestras se prepararon por triplicado. El porcentaje de inhibición se 






Los resultados finales se presentaron como el IC50 o concentración de 





                                 Actividad Inicial – Actividad Inhibidor 
% Inhibición =      ----------------------------------------------------      X100 
                                                 Actividad Inicial 
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3.2.5 Determinación del contenido  en proteínas  
 
Para determinar el contenido de proteínas se empleó el ensayo diagnóstico 
de Biorad (DC protein assay, Biorad, Estados Unidos). Este ensayo se basa en la 
reacción del Cu2+ con la proteína en un medio alcalino, y la consecuente reducción 
del reactivo Folin por el complejo que forma la proteína con el cobre, que pasa de 
una tonalidad amarilla a un característico color azul con una absorbancia máxima a 
750 nm. El color se produce principalmente por la presencia de los aminoácidos 
tirosina y triptófano y, en menor proporción, por la presencia de cisteína, cistina e 
histidina. 
 
En una placa multipocillo se añadieron 20 µl de la muestra diluida, 20 µl de 
la mezcla de los reactivos A (solución alcalina de tartrato de cobre) y S (sustancia 
surfactante) en una proporción 100:2 y 160 µl del reactivo B (reactivo Folin ó  1,2-
naftoquinona-4-sulfonato de sodio). Todo ello se incubó durante 15 minutos a 
temperatura ambiente en oscuridad. A continuación se midió la absorbancia a 750 
nm en un espectrofotómetro (Biotek HT Sinergy), tomando como referencia un 
blanco que contenía 20 µl de agua bidestilada en vez de muestra. Se realizó una 
curva de calibrado (5-50 µg/µl) con seroalbúmina bovina (Sigma-Aldrich).  
 
3.2.6  Análisis del proceso de hidrólisis mediante cromatografía de líquidos de alta 
eficacia a escala analítica 
 
 El análisis del proceso de hidrólisis de los hidrolizados se llevó a cabo 
mediante cromatografía de líquidos de alta eficacia en fase inversa (RP-HPLC). Para 
ello se utilizó un cromatógrafo de líquidos Waters 600 HPLC (Waters Corp., Estados 
Unidos), equipado con un inyector automático 717 plus y un detector de 
absorbancia dual 2487. Las separaciones se realizaron en una columna Hi Pore C18 
RP318 (250 x 4.6 mm, BioRad Laboratories, Estados Unidos) a temperatura 
ambiente, y la monitorización se hizo a las absorbancias de 214 y 280 nm. Se 
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empleó, como fase A, agua bidestilada con 0.037 % (v/v) de ácido trifluoroacético 
(TFA), y como fase B acetonitrilo con un 0.027 % (v/v) de TFA (Panreac, España). Las 
separaciones se realizaron a un flujo de 1 ml/min. El gradiente lineal de fase B 
utilizado fue del 0 % a 100 % en 90 minutos, bajando de nuevo hasta el 0 % de B en 
los siguientes 20 minutos. Los datos se procesaron usando el software Empower 2 
(Waters Corp.). Todas las muestras se filtraron a través de un filtro de 0.45 µm de 
Millipore (Waters Corp.), y se inyectaron en el cromatógrafo 50 μl de los 
hidrolizados preparados a una concentración de proteína de 6 mg/ml. El progreso 
de la hidrólisis se evaluó comparando el cromatograma de la clara de huevo sin 
hidrolizar con el cromatograma de los hidrolizados obtenidos a distintos tiempos. 
 
3.2.7 Identificación de péptidos mediante cromatografía de líquidos de alta 
eficacia acoplada a espectrometría de masas. 
 
 Para identificar las secuencias de los péptidos mayoritarios incluidos en los 
hidrolizados se utilizó un cromatógrafo de líquidos de alta eficacia acoplado a un 
espectrómetro de masas (RP-HPLC-MS/MS). Para ello, se empleó un equipo HP 
Agilent 1100 System (Agilent Technologies) equipado con una bomba cuaternaria 
Agilent series 1100, un detector de longitud de onda variable Agilent series 1100 y 
un inyector automático Agilent series 1100. Como sistema de adquisición de datos 
se utilizó el programa ChemStation (Agilent Technologies). Se empleó una columna 
en fase inversa Hi-Pore C18 (250 x 4.6 mm d.i., 5 μm de tamaño de partícula) (Bio-
Rad Laboratories). Como eluyente A se utilizó agua con 0.037 % (v/v) de TFA, y 
como eluyente B acetonitrilo con 0.027 % (v/v) de TFA (Panreac, España). Se 
inyectaron 50 μl de muestra a una concentración de 6 mg/ml. Antes de su inyección 
los diferentes hidrolizados se diluyeron en agua bidestilada y se filtraron a través de 
filtros con un tamaño de poro de 0.45 µm. El gradiente lineal de fase B utilizado fue 
del 0 % a    100 % en 90 minutos, bajando de nuevo hasta el 0 % de B en los 
siguientes 20 minutos. La detección se realizó a 214 nm, y a la salida del detector, el 
flujo de 0.8 ml/min se dividió en una proporción 1:40 para dar un flujo final 
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aproximado de 20 μl/min hacia el nebulizador del espectrómetro de masas, que 
estaba acoplado en línea al equipo de HPLC. Se empleó un equipo de trampa iónica 
Esquire 3000 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania). Para la ionización se 
utilizó la técnica de electroespray y como analizador se utilizó una trampa de iones. 
Como sistema de adquisición de datos se utilizó el programa Esquire Control, 
versión 5.0 (Bruker Daltonik). La interpretación de los espectros de masas en 
tandem para la identificación de las secuencias peptídicas se realizó con el 
programa Biotools 2.1 (Bruker Daltonik) (Gómez-Ruiz et al., 2002). El espectrómetro 
de masas utilizó N2 como agente nebulizante y los espectros de masas se 
adquirieron en el rango de 100-1500 m/z.  
 
En la tabla 8 se resumen las determinaciones realizadas y técnicas utilizadas 
en el estudio in vitro.  
 







DETERMINACIÓN TÉCNICA UTILIZADA 
Actividad inhibidora de la enzima convertidora 
de angiotensina  
Método fluorimétrico (Sentandreu y Toldrá (2006); 
Quirós et al., 2009) 
Actividad antioxidante 
Método fluorimétrico  (Ou et al., 2001; Dávalos et al., 
2004). 
Actividad hipocolesterolémica “Kit” comercial Bile Acids (Trinity Biotech, Irlanda) 
Actividad inhibidora de la enzima dipeptidil 
dipeptidasa IV  
“Kit” comercial DPP IV Inhibitor Screening Assay Kit 
(Cayman Chemical Company, Estados Unidos). 
Determinación del contenido en proteínas 
Método espectrofotométrico (DC protein assay, 
Biorad, Estados Unidos)  
Determinación del grado de hidrólisis RP-HPLC escala analítica 
Análisis e identificación de los péptidos RP-HPLC-MS/MS 
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3.3 Protocolo general del estudio en ratas Zucker  
 
 Los experimentos con animales llevados a cabo en esta Tesis Doctoral se 
diseñaron con el objeto de minimizar el número de animales utilizados y su 
sufrimiento, de acuerdo con la Regulación de la Comisión Europea para cuidado y 
empleo de animales de experimentación (86/609/CEE), el Real Decreto 53/2013 del 
1 de febrero sobre protección de los animales utilizados para experimentación y 
otros fines científicos, aprobados por el Comité Ético de la Universidad Rey Juan 
Carlos. 
 
 Para llevar a cabo este estudio se utilizaron 30 ratas Zucker obesas macho de 
8 semanas de vida con un peso comprendido entre 265 y 275 g, y 10 ratas Zucker 
delgadas machos de 8 semanas de vida, con un peso comprendido entre 150 y 175 
g. Todos los animales procedían de Charles River Laboratories (España) y llegaron al 
animalario de la Universidad Rey Juan Carlos con 7 semanas de vida. Después de un 
periodo de adaptación, se colocaron en grupos de 5 animales, en jaulas 
transparentes (40 cm×28cm×25 cm) con un lecho de viruta que fue reemplazado 
cada 4-5 días y se mantuvieron en condiciones controladas, con una temperatura 
ambiental estable de 23 °C, humedad del 60 % y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. 
Los animales se alimentaron ad libitum durante todo el estudio, con una dieta 
sólida estándar (Harlan Laboratories, Estados Unidos), y agua corriente filtrada que 
fue renovada periódicamente. Para garantizar el mantenimiento del bienestar 
animal, a medida que los animales fueron desarrollando obesidad fue necesario 
separarlos en grupos más pequeños (2 animales/jaula). 
 
Al comienzo del estudio, las ratas Zucker obesas se dividieron en 3 grupos, de 
10 animales cada uno, que ingirieron con el agua de bebida, hasta la semana 20 de 
vida, los siguientes productos: agua, una solución de hidrolizado de clara de huevo 
con pepsina y una solución de hidrolizado de clara de huevo con aminopeptidasa. La 
concentración de los hidrolizados se ajustó semanalmente para que los animales 
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recibiesen una dosis diaria de 750 mg/kg, teniendo en cuenta el volumen ingerido la 
semana anterior. Durante el periodo experimental se controló semanalmente el 
peso corporal, la ingesta sólida y la ingesta líquida de los animales. Además, una 
semana antes de finalizar el periodo experimental se llevó a cabo el estudio de la 
neuropatía sensorial (test de filamentos de Von Frey) cuya metodología aparece 
descrita en el apartado 3.4.5. La última semana del periodo experimental, las ratas 
se mantuvieron durante 18 horas en jaulas metabólicas (Figura 7), y se recogieron 












Figura 7: Jaulas metabólicas utilizadas para la recogida de las heces y orina de los animales. 
 
La grasa eliminada en las heces se determinó siguiendo el método Soxhlet 
según se describe en el apartado 3.4.4 El porcentaje de grasa en las heces permitió 
a su vez estimar la grasa diaria eliminada por cada animal.  
 
Al final del periodo experimental y después de un periodo de ayuno de 16 
horas, las ratas se anestesiaron con equitesin (sulfato de magnesio, 1.06 g; 
pentobarbital 0.46 g; propilenglicol 21.4 ml; hidrato de cloral 2.1 g; etanol absoluto 
5.7 ml; 0.3 ml/kg, i.p.). A continuación,  se llevó a cabo la medida de la  presión 
arterial en la carótida siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.4.1. 
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Tras realizar la medida de la presión arterial, los animales se sacrificaron por 
decapitación con guillotina y se recogieron muestras de sangre de las ratas en tubos 
que contenían heparina de litio como anticoagulante (BD Vacutainer CPT, Reino 
Unido). El plasma obtenido se congeló a -80 °C hasta su uso para efectuar las 
siguientes determinaciones bioquímicas: colesterol, triglicéridos, ácidos grasos 
libres, actividad lipasa, adiponectina, TNF-α, malonildialdehído, capacidad 
antioxidante, glucosa, insulina y actividad de la ECA según se describe en el 
apartado 3.4. 
 
A continuación, se abrió el tórax de las ratas sacrificadas, y se extrajo 
rápidamente el corazón, la aorta y el lecho mesentérico de cada uno de los 
animales. El corazón aislado se utilizó para llevar a cabo los estudios de 
funcionalidad cardiaca (preparación de Langendorff), según se describe en el 
apartado 3.4.2. La aorta y el mesenterio se utilizaron para los diferentes estudios ex 
vivo de reactividad vascular descritos en el apartado 3.4.3. Seguidamente se 
extrajeron los siguientes órganos: hígado, riñón y páncreas, tejido adiposo blanco 
epididimal y tejido adiposo pardo interescapular. Todos los órganos se limpiaron, se 
pesaron y se procesaron según el protocolo correspondiente a cada uno de ellos. El 
peso relativo de cada uno de los órganos se calculó dividiendo el peso de cada 
órgano por el peso total del animal correspondiente. Una muestra de cada uno de 
estos tejidos se guardó en paraformaldehído al 10 % para realizar estudios 
histológicos, y otra muestra se almacenó congelada a  -80 °C para llevar a cabo otras 
























Figura 8. Esquema del protocolo experimental y las determinaciones que se realizaron en el estudio en ratas Zucker. 
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ORINA Y HECES 
 FIN DEL PERIODO EXPERIMENTAL 
10 Ratas Zucker 
delgadas 
10 Ratas. Agua 
OBTENCIÓN DE 





   
 
  
15 16 17 18 
MEDIDA PRESIÓN ARTERIAL DIRECTA 
SACRIFICIO DE LOS ANIMALES 
ESTUDIOS DE  
REACTIVIDAD VASCULAR 
PREPARACIÓN DE CORAZÓN  
AISLADO Y PERFUNDIDO DE RATA 
 Colesterol total 
 Triglicéridos 
 Ácidos grasos libres 
 Actividad lipasa 
 Adiponectina 
 Factor de necrosis tumoral alfa 
 Malonildialdehido 
 Capacidad antioxidante 
 Glucosa 
 Insulina 
 Actividad de la enzima convertidora de angiotensina 
 Presión de perfusión de las coronarias  
 Presión del ventrículo izquierdo  
 Presión diastólica final 
 Frecuencia cardiaca  
 Índice de masas 
 Aorta 
 Mesentérica 
 Hígado (Glutation reducido) 
 Tejido adiposo epididimal 
 Tejido adiposo pardo interescapular 






30 Ratas Zucker 
obesas 
10 Ratas. 750 mg/kg/día de hidrolizado de clara de huevo con aminopeptidasa 
10 Ratas. Agua 
10 Ratas. 750 mg/kg/día de hidrolizado de clara de huevo con pepsina 




3.4 Determinaciones y técnicas utilizadas en el estudio in vivo 
 
3.4.1 Medida de la presión arterial directa  
 
La medida de la presión arterial se obtuvo mediante la utilización de una técnica 
invasiva que permite obtener medidas directas tras la implantación de un catéter en 
la arteria carótida del animal (Ábalo et al., 2011). Para ello, en primer lugar, los 
animales se anestesiaron con equitesin. Una vez anestesiado el animal, se colocó en 
posición decúbito supino sobre la cama (Figura 9), se realizó una incisión en la zona 
ventromedial del cuello y se procedió a separar y cortar la piel, dejando un campo 
quirúrgico en forma de ojal lo suficientemente amplio para las manipulaciones 
posteriores. A través del ojal, se separaron los paquetes musculares hasta lograr 
acceder al paquete vasculo-nervioso formado por la arteria carótida y el nervio 
vago. Se separó dicho nervio y, una vez aislada la arteria, se pasaron por debajo de 
ésta dos hilos, ligando uno en la parte distal, y dejando iniciado el nudo en la parte 
proximal para la posterior ligadura de la cánula. Una vez preparada la carótida, se 
colocó una pinza de arteria por encima del nudo iniciado en la parte proximal. Esta 
pinza tenía como misión interrumpir la circulación para permitir realizar una 
pequeña incisión a través de la cual se introdujo una cánula de PVC que se sujetó a 
la arteria mediante un doble nudo con un hilo de costura. Una vez bien sujeta la 
cánula, se soltó la pinza para reestablecer de nuevo la circulación. Esta cánula se 
encontraba a su vez acoplada a una jeringuilla que contenía heparina sódica (10 
UI/rata) (Hospira Productos Farmacéuticos y Hospitalarios S.L. España), y que se 
inyectó lentamente en un volumen de suero fisiológico de 0.4 ml con el fin de evitar 
la coagulación sanguínea durante el ensayo. Una vez realizada la canulación, se 
registraron de manera continuada, durante 10 minutos, los siguientes parámetros: 
presión arterial media, presión arterial sistólica, presión arterial diastólica y 










Figura 9. Equipo de medida de la presión arterial directa. Compuesto por una cama con sistema de 
ganchos laterales para mantener sujeto al animal (1), una cánula de PVC que se introduce en la 
arteria carótida (2), unos transductores de presión (Cibertec, S.A., España) para el registro de la 
presión arterial (3), una llave de tres vías que conecta el sistema con una jeringa (4), un sistema 
PowerLab/400 (PanLab S.A., España) formado por una unidad de amplificación y filtrado de señal 
conectado a un ordenador para registrar la presión arterial durante todo el experimento (5), un 










Figura 10: Ejemplo del registro obtenido durante la medida de presión arterial. PAS = Presión arterial 
sistólica; PAM = Presión arterial media; PAD =  Presión arterial diastólica; Fc = Frecuencia cardiaca. 










3.4.2 Preparación de corazón aislado y perfundido de rata (Preparación de 
Langendorff) 
 
En 1895, Oscar Langendorff describió un sistema de perfusión para corazón 
aislado de mamíferos (Langendorff, 1898), que permite estudiar diferentes 
parámetros que determinan su funcionalidad. Esta técnica se basa en el 
mantenimiento de la actividad del miocardio gracias a la perfusión retrógrada a 
todo el territorio conorario a través de la aorta ascendente, de una solución 
fisiológica oxigenada a 37 °C, de modo que quede asegurada la nutrición y 
















Para la obtención de la preparación de corazón aislado de rata, en los 
animales previamente desangrados, se realizó una incisión en la línea media desde 
el abdomen hasta el cuello, retirando el esternón por completo y exponiendo la 
cavidad torácica. Los corazones se extrajeron rápidamente y se sumergieron en 
solución de Krebs-Henseleit que contenía (mM): 115 NaCl, 25 NaHCO3, 4.7 KCl, 1.2 
MgSO47H2O, 2.5 CaCl2, 1.2 KH2PO4, 11.1 de glucosa y 0.01 Na2EDTA, a 4 °C. El frío 
permite detener momentáneamente el metabolismo del corazón para preservarlo 
hasta el momento de su colocación en el sistema de perfusión. Esta es la principal 




desventaja de este método de montaje, ya que el corazón se somete a una 
isquemia desde el momento de la extracción hasta que éste se coloca en el sistema 
de Langendorff que podría suponer un pre-condicionamiento cardiaco. Sin 
embargo, está descrito que el periodo necesario para establecer un pre-
condicionamiento en corazones de rata es de 3 minutos, y que éste se establece 
especialmente cuando estos pequeños periodos de isquemia se repiten (Vegh et al., 
1992), mientras que la isquemia que los corazones sometidos a esta extracción 
soportan es de únicamente unos segundos. 
 
 El sistema de Langendorff  (Figura 12) está formado por una copa de baño de 
órganos y un refrigerante de serpentín de doble camisa acoplado a un baño 
termostatizado que calienta la solución fisiológica y la mantiene a 37 °C durante 
todo el experimento (Lépicier et al., 2003) (1), un sistema de desagüe para recoger 
la solución fisiológica ya perfundida (2), un vaso de precipitados que se utiliza como 
reservorio de la solución fisiológica, mantenida constantemente en agitación y 
burbujeada con gas carbógeno (95 % O2 / 5 % CO2.) (3), una bomba peristáltica 
(Gilson Inc., Estados Unidos) que permite regular el flujo de perfusión (4), una 
cánula de acero inoxidable para fijar y perfundir la aorta (5), un transductor de 
presión acoplado a la cánula lateral del sistema para el registro de la presión de 
perfusión coronaria (6) y un sistema para el registro de los parámetros de función 
del ventrículo izquierdo (7). Este sistema consta de un balón de látex que se 
introduce en el ventrículo izquierdo, y que está conectado, a través de una cánula y 
la correspondiente llave de tres vías, a una jeringa de precisión y a un transductor 
de presión formando un circuito independiente relleno de agua destilada. El circuito 
acoplado a la jeringa se utilizó para ajustar una presión inicial dentro del balón de 5-
10 mmHg, que se considera la presión diastólica inicial.  
 
 Este sistema de perfusión, se encuentra acoplado a un registro que permite 
la monitorización de la actividad cardiaca durante el experimento, y que está 
formado  por dos transductores de presión (Cibertec, S.A. España), uno acoplado a 




la cánula del balón inserto en el ventrículo izquierdo y otro conectado lateralmente 
a la cánula en la que se fijó la aorta (A), una unidad de adquisición de datos y un 
amplificador de señal conectado a un ordenador (PowerLab/400, PanLab S.A., 
España) para registrar la función cardiaca durante todo el experimento (B) y un 
ordenador para el registro y tratamiento de datos mediante el programa 













Figura 12. Sistema de Langendorff. 
 
 
Para colocar el corazón en el sistema de Langendorff, se localizó la aorta, se 
limpió de grasa y tejido conectivo y, a través de ella, se insertó una cánula de acero 
inoxidable que se fijó a la arteria con un hilo. De esta manera, el corazón se 
perfundió retrógradamente con solución fisiológica a un flujo constante de 20 
ml/min (Takeo et al., 1995;  Randall et al., 1997). Una vez sujeto el corazón a la 
cánula y, por lo tanto perfundido, se procedió a localizar el orificio de la vena 
pulmonar y, a través de él y atravesando la válvula mitral, se introdujo el balón de 
látex en el ventrículo izquierdo. Una vez aislado el corazón, éste se mantuvo 














ml/min para recoger los parámetros de función cardiaca basal que se explican a 
continuación: 
 
- Presión de perfusión de las coronarias (PPC): Este valor es una función 
directa del diámetro de los vasos coronarios, y  se obtiene cuando se mantiene un 
flujo de perfusión constante (20 ml/min).  
- Presión desarrollada por el ventrículo izquierdo (PDVI): Este parámetro es un 
indicador de la contractilidad miocárdica. Es la diferencia entre los valores de 
presión sistólica y diastólica ventricular.  
- Presión diastólica final (PDF): Esta presión se fijó al principio del 
experimento ajustando el volumen del balón de látex (5-10 mm Hg). Se calcula 
como el valor mínimo de presión ejercida por el ventrículo izquierdo en la diástole 
ventricular. 
- Frecuencia cardiaca (Fc): Este parámetro se define como el número de 
contracciones del corazón o pulsaciones por unidad de tiempo. Se calcula a partir 
de la señal obtenida de la presión ventricular izquierda. 
 
Una vez finalizado el experimento de función cardiaca, el corazón se pesó con 
el fin de determinar los índices de masas. Posteriormente, las aurículas se cortaron 
y se eliminó la pared del ventrículo derecho, dejando aislado el ventrículo izquierdo 
(que incluye el septo y la pared del ventrículo izquierdo). Una vez aislado también 
se registró el peso del ventrículo izquierdo (Bregagnollo et al., 2007). 
 
A partir de estos valores se calcularon: 
 
- Índice de masa cardiaca (IMC) calculado como peso del corazón (mg)/peso 
corporal (g). 
- Índice de masa del ventrículo izquierdo (IMVI) calculado como peso del 
ventrículo izquierdo (mg)/ peso corporal (g).  
 
 




3.4.3 Estudios de reactividad vascular 
 
3.4.3.1 Estudios en aorta 
 
 Después de extraer el corazón, se extrajo la aorta torácica, se introdujo en 
una solución de Krebs-Henseleit (KH) que contenía  (mM): 118 NaCl; 4.75 KCl; 1.2 
MgSO4; 1.19 KH2PO4; 2.54 CaCl2; 25 NaHCO3; 11 glucosa (pH 7.4) a 4 °C oxigenada 
con una mezcla de gas carbógeno  (pH = 7.4), y se limpió el tejido adiposo. 
 
 Para realizar los experimentos de reactividad vascular en aorta se empleó el 
método de Nielsen y Owman (1971). Para ello, la aorta se dividió en segmentos de 
3-4 mm de longitud, aproximadamente. En cada segmento se introdujo, por un 
extremo, un gancho de acero inoxidable inmóvil de 0.6 mm de diámetro que sirve 
para fijar la preparación en el baño y, por el otro extremo, otro gancho de acero 
inoxidable de 0.6 mm de diámetro unido a un hilo, quedando el anillo situado en su 
zona central. El gancho unido al hilo  está acoplado a un transductor de fuerza 
(Grass FT3C, Estados Unidos), conectado a su vez a un amplificador (Ampo 16/2, 
España), que envia la señal a través de un interfaz (Letica Interface LE 60-100L/H, 
Estados Unidos) a un software (eDAQ Chart versión 5.2, Panlab, España) y permite 
obtener medidas digitales de la contracción o relajación, así como la visualización 
de las mismas a través de la pantalla del ordenador (Figura 13). 
 
Los segmentos vasculares se introdujeron en un baño de órganos que 
contenía 5 ml de KH a 37 °C, burbujeado continuamente con carbógeno. Los 
segmentos se sometieron a una tensión inicial de 2 g, que se reajustó 
periódicamente hasta que éstos se estabilizaron al cabo de 45 minutos, 
aproximadamente. Entonces, se provocó la contracción de los anillos, 
exponiéndolos a una concentración 80 mM de KCl, lo que permitió comprobar la 
funcionalidad arterial. Cuando se alcanzó la altura máxima de esta contracción 
(aproximadamente 30 minutos después de la administración de KCl), las 




preparaciones se lavaron con solución KH, hasta que recuperaron la tensión basal 




Figura 13. Esquema del ensayo con anillos de aorta de ratas Zucker en baños de órganos. 
 
 La presencia de endotelio funcional se determinó por la capacidad de las 
arterias, previamente contraídas con fenilefrina (Phe) hasta, aproximadamente, el 
50 % de la contracción del KCl, de relajarse en respuesta a 10 µM de acetilcolina 
(Ach). Se consideraron segmentos con endotelio funcional aquellos que relajaban 
con acetilcolina más de un 80 % del tono previo. Aquellas preparaciones que 
alcanzaron una relajación inferior al 80 % no se utilizaron en este estudio. Una vez 
comprobada la presencia de endotelio, se realizó una curva concentración 
respuesta a Ach (0.001-10 μM) en segmentos previamente precontraídos con Phe 
en ausencia (curva control) o en presencia de los diferentes fármacos utilizados. 
Después de realizar la curva de relajación a Ach se lavaron las preparaciones varias 
veces con KH, durante 30 minutos y se realizó una curva de contracción a Phe 
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Los fármacos se administraron 30 minutos antes de realizar las 
correspondientes curvas de relajación o contracción. Para analizar el papel del NO 
en la respuesta relajante inducida por la Ach, se estudió el efecto producido por L-
NG-nitroarginina metil éster (L-NAME) (100 μM) (Sigma-Aldrich), inhibidor no 
selectivo de la NOS, sobre dicha curva. Para determinar el  papel del anión 
superóxido en la relajación inducida por Ach, se utilizó el inhibidor de la enzima 
nicotinamida-adenina-dinucleótido-fosfato (NADPH) oxidasa, apocinina (APO) (0,3 
mM) (Sigma-Aldrich). También se utilizaron preparaciones incubadas con 
Tetraetilamonio (TEA) (2 mM) (Sigma-Aldrich), un inhibidor de los canales de 
potasio. 
 
3.4.3.2 Estudios en arteria mesentérica 
 
Para estudiar la reactividad vascular de las arterias mesentéricas se utilizó el 
método descrito por Mulvany y Halpern (1977). Para ello, segmentos de 
aproximadamente 2 mm de longitud de la arteria mesentérica se transfirieron a un 
baño de órganos de un miógrafo dual isométrico (JP-Trading, Dinamarca), en el cual 
se introdujeron dos alambres de acero de 40 µm de diámetro por la luz de la arteria 
(Figura 14). Después de un periodo de estabilización de 30 minutos en KH a 37 °C y 
pH de 7.4, las arterias se estiraron gradualmente hasta conseguir su tensión óptima 
en función de su diámetro. Para ello, se determinó en cada segmento arterial, la 
relación entre la tensión de reposo de la pared vascular y la circunferencia interna 
del vaso y, a partir de ella, la circunferencia interna correspondiente a una presión 
transmural de 100 mmHg para un vaso relajado in situ (L100) (Mulvany y Halpern, 
1977). Para la realización de los experimentos, las arterias se colocaron con una 
circunferencia interna Ll, siendo Ll=0,9x L100, circunferencia a la cual el desarrollo 
de fuerza es máximo. El diámetro de las arterias se determinó como ll= Ll/π. 
 
Después del proceso de normalización, se lavaron los segmentos arteriales y 
se equilibraron durante 30 minutos. A continuación, se comprobó la contractilidad 




de los segmentos por exposición de los mismos a una solución de alta 
concentración de potasio (K+ KHS 120 mM). La presencia de endotelio funcional se 
determinó por la capacidad de las arterias, previamente contraídas con Phe hasta, 
aproximadamente, el 50 % de la contracción del K+KHS, de relajarse en respuesta a 
10 µM de Ach. Se consideraron segmentos con endotelio funcional aquellos que 
relajaban con acetilcolina más de un 80 % del tono previo. Aquellas preparaciones 
que alcanzaron una relajación inferior al 80 % no se utilizaron en este estudio. Una 
vez comprobada la presencia de endotelio, se realizó una curva concentración 
respuesta a Ach (0.001-10 μM) en segmentos previamente precontraídos con Phe 
en ausencia (curva control) o en presencia de (L-NAME) (100 μM). Después de 
realizar la curva de relajación a Ach se lavaron las preparaciones varias veces con 
KH, durante 30 minutos y se realizó una curva de contracción a Phe (0.1-100 μM) en 
ausencia (curva control) o en presencia de de (L-NAME) (100 μM). El  L-NAME se 
administró 30 minutos antes de realizar las correspondientes curvas (Figura 15).  
Figura 14. Esquema representativo del miógrafo de alambres donde se realizaron los experimentos de 














Placas de montaje 






Figura 15. Esquema representativo del protocolo experimental realizado en los experimentos de 
reactividad vascular en aorta y arterias mesentéricas de ratas Zucker. Phe= fenilefrina, ACh= acetilcolina.  
 
 
3.4.4 Grasa en heces. Método Soxhlet. 
 
 Para determinar el porcentaje de grasa en las heces de los animales 
recogidas de las jaulas metabólicas, se utilizó el método descrito por Soxhlet en 
1990 (Método Soxhlet. AOAC, 1990).   
  
Después de recoger las heces, éstas se desecaron en una estufa a 40 °C 
durante 24 horas para eliminar totalmente la humedad. Se desecó también el 
matraz que se utilizó para llevar a cabo la extracción de la grasa, manteniéndolo 
para ello a 103 °C durante 30 minutos. A continuación, se taró este matraz (m1), se 
pesaron de 2 a 5 g de heces, y se registró esta medida como m (peso de la muestra). 
Los gramos de heces pesados se incorporaron a un dedal de extracción o papel 
filtro, tapado con algodón en ambos extremos. Este dedal se acopló a un tubo de 
extracción del sistema Soxhlet, donde se incluye también el matraz de extracción 
que se había pesado con anterioridad. A continuación, se añadió el disolvente (éter 
etílico de punto de ebullición 40-60 °C, (Sigma-Aldrich). Para conseguir la extracción 
de la grasa, el disolvente se mantuvo en contacto con la muestra durante 6-8 horas, 
pasando a través de ella a una velocidad de condensación de 3-6 gotas/segundo. 
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y se secó el matraz con la grasa en la estufa a 103 °C durante 10 minutos. A 
continuación, se pesó el matraz y se registró esta medida como m2 (peso del matraz 
con grasa). 
 
        m1 - m2  
                 % grasa cruda = -------------  x 100 
                  m 
 
m=  peso de la muestra 
m1= tara del matraz vacío 
m2= peso del matraz con grasa 
 
 Teniendo en cuenta estos datos, la ingesta y la composición de las diferentes 
dietas, se calculó el porcentaje de grasa aparentemente digerida (GAD) según la 
siguiente fórmula: 
        
             % GAD= 100 x (grasa ingerida – grasa eliminada) / grasa ingerida 
 
3.4.5 Estudio de la neuropatía diabética. Método Von Frey 
 
 La sensibilidad mecánica en las ratas de este estudio se realizó una semana 
antes de finalizar el periodo experimental utilizando el test de los filamentos de von 
Frey (Fox et al., 2001; Vera et al., 2012). Para ello se usó un dispositivo o von Frey 
electrónico (EVF3, Bioseb, BP89, ChavilleCedez, Francia), que consiste en un 
filamento conectado al equipo que genera un estímulo mecánico de intensidad 
creciente que se aplica en la superficie plantar de ambas patas traseras del animal 
(Figura 16). El sistema registra automáticamente la intensidad del estímulo que 
provoca el reflejo de retirada de la pata. Por lo general, se utiliza una presión de 















Figura 16. Imagen de la realización del Test de los filamentos de von Frey en ratas con un dispositivo 
electrónico.  
 Previamente a la realización del test se acostumbró a los animales a la malla 
metálica durante al menos 10 minutos. El test se realizó 4 veces en cada pata 
trasera y dejando un tiempo entre estímulo de al menos un minuto. Para el análisis 
se utilizó la media de las cuatro medidas, evaluando la presencia o no de alodinia 
mecánica, que se define como el descenso significativo en el umbral de la 
estimulación mecánica que provoca la retirada de la pata por presencia de 
neuropatía diabética. 
 
3.4.6 Determinación de colesterol y triglicéridos en plasma 
 
Para obtener los valores de colesterol total, triglicéridos en plasma se 
utilizaron kits comerciales basados en métodos enzimático-colorimétricos 
(Spinreact S.A/S.A.U, España). Para ello se pipetearon 10 µl de plasma y se añadió 1 
ml de reactivo, la mezcla se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente y 
posteriormente se midió la absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro (Biotek 
HT Sinergy). A continuación se explica el fundamento de cada kit:    




Determinación de colesterol total en plasma. El colesterol presente en las 
muestras de plasma se determinó por un método enzimático basado en la fórmula 
de Allain et al., 1974; Roeschlau et al., 1974. La enzima colesterol esterasa (CHE) 
hidroliza los ésteres de colesterol a colesterol libre y el ácido graso correspondiente. 
Éste último, en presencia de la colesterol oxidasa (CHOD) y oxígeno, oxida el 
colesterol libre para formar 4-Colestenona y peróxido de hidrógeno. En una 
reacción catalizada por la peroxidasa (POD), el peróxido reacciona con la 4-
Aminofenazona para formar quinonimina, un compuesto de color rosáceo  (Figura 
17). La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de 
colesterol presente en la muestra de plasma (Naito y David, 1984; Meiattini et al., 
1978).  Los resultados se muestran como mg de colesterol/dl de plasma. 
 
 
Ésteres colesterol +H2O           Colesterol + Ácidos grasos 
  
Colesterol + O2     4-Colestenona + H2O2 
    




Figura 17. Esquema de las reacciones catalizadas por las enzimas colesterol esterasa (CHE), 
colesterol oxidasa (CHOD) y peroxidasa (POD) que partiendo de ésteres de colesterol y mediante una 
cadena de reacciones terminan formando un compuesto coloreado proporcional a la concentración 
de colesterol presente en la muestra (Allain et al., 1974; Roeschlau et al., 1974). 
 
Determinación de triglicéridos en plasma. La determinación de los 
triglicéridos presentes en las muestras de plasma se calcula mediante un método 
enzimático basado en la hidrólisis de los triglicéridos a glicerol y ácidos grasos libres 
por la acción de la lipoproteinlipasa (LPL). El glicerol se fosforila por la  presencia de 
la enzima glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) dando lugar en presencia de glicerol 









reacciona con el oxígeno dando lugar a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peróxido 
de hidrógeno (H2O2) por acción de la enzima glicerol fosfato oxidasa (GPO). El H2O2 
reacciona con la 4-aminofenazona (4-AF) y el p-clorofenol, reacción catalizada por la 
peroxidasa (POD), produciendo un compuesto de coloración rosácea (Figura 18). La 
intensidad del color formado es proporcional a la concentración de triglicéridos 
presentes en la muestra de plasma (Fossati y Prencipe, 1982). Los resultados se 
expresan como mg de triglicéridos/dl de plasma. 
 
 
Triglicéridos + H2O   Glicerol + Ácidos grasos libres  
  
Glicerol + ATP                   G3P + ADP 
 
  G3P + O2             DAP + H2O2 
 




Figura 18. Esquema simplificado de las reacciones enzimáticas que producen un compuesto 
coloreado, proporcional a la concentración de triglicéridos presentes en la muestra de plasma. 
Donde:   LPL: Lipoproteinlipasa; GK: Glicerol quinasa; GPO: Glicerol fosfato oxidasa; POD: Peroxidasa. 
 
3.4.7 Determinación de ácidos grasos libres en plasma 
 
 Para determinar los ácidos grasos libres del plasma se utilizó un kit 
colorimétrico comercial (EnzyChrom Free Fatty Acid Assay Kit, BioAssay Systems, 
Estados Unidos) basado en la reacción enzimática de los ácidos grasos libres con la 
Acil-CoA que forman peróxido de hidrógeno (H2O2). La intensidad de color se midió 
a 37 ºC con un espectrofotómetro (Biotek HT Sinergy), a una longitud de onda de 










concentración de ácidos grasos libres en la muestra. Como patrón se realizó una 
curva estándar de ácido palmítico (0-1000 µM). 
 
La concentración de ácidos grasos libres presentes en cada muestra se 
calculó de la siguiente forma:  
 
                                          Abs muestra — Abs blanco            
                                  =    -----------------------------   X  n (µM) 




- Abs muestra y Abs blanco: Absorbancia de la muestra y absorbancia del blanco a 
572 nm, respectivamente. 
- Pendiente: Pendiente de la recta patrón. 
- n: Factor de dilución de la muestra. 
 
3.4.8 Determinación de la actividad lipasa en plasma 
 
La actividad de la lipasa pancreática en plasma se determinó con el kit 
colorimétrico comercial (QuantiChrom Lipase Assay Kit, BioAssay Systems, Estados 
Unidos) basado en el método BALB-DTNB de Furukawa et al. (1982). El ensayo se 
basa en la reacción de los grupos sulfhidrilo (SH) de la lipasa con el 
dimercaptopropanol tributirato (BALB) formando un compuesto que reacciona con 
el 5,5'-Ditiobis (2-Ácido nitrobenzoico) (DTNB) dando lugar a un producto de color 
amarillo. La intensidad de color se midió a 37 °C, a los 10 y a los 20 minutos en un 
espectrofotómetro (Biotek HT Sinergy), a 412 nm. La intensidad del color formado 
es proporcional a la actividad lipasa en la muestra. Como blanco se utilizó agua y 






ácidos grasos libres 




La actividad lipasa se calculó con la siguiente fórmula:  
 
                                          Abs 20 min — Abs 10 min             
                                        -----------------------------   X 735 (U/L) 





- Abs 20 min y  Abs 10 min: Absorbancia de la muestra a 412 nm a los 20 minutos 
y 10 minutos, respectivamente. 
- Abs Cal y Abs H2O: Absorbancia del calibrador y absorbancia del agua a 412 
nm a los 20 minutos, respectivamente. 
 
3.4.9 Determinación de los niveles de adiponectina y factor de necrosis tumoral 
en plasma 
 
Para determinar las concentraciones plasmáticas de adiponectina y factor de 
necrosis tumoral (TNF-α) se usaron los kit de ELISA directos, específicos para rata: 
Adiponectina (Invitrogen, Gran Bretaña), y TNF-α (Invitrogen). El fundamento de la 
técnica es el mismo que se ha descrito en el punto 3.4.8. La cuantificación se llevó a 
cabo a una longitud de onda de 450 nm con un espectrofotómetro (Biotek HT 
Sinergy). 
 
 Los resultados de los niveles de adiponectina se expresaron como ng de 
adiponectina/ml de plasma. Los resultados de los niveles de TNF-α se expresaron 
como pg de TNF-α/ml de plasma. 
 
3.4.10 Determinación de malonildialdehído en plasma 
 
Para determinar los niveles de malonildialdehído (MDA) en el plasma de las 
ratas se utilizó el ensayo modificado del ácido tiobarbitúrico (TBA) (Rodríguez-
Martínez y Ruiz-Torres, 1992). Para ello, el plasma se mezcló con ácido 
Actividad lipasa =




tricloroacético al 20 % en 0.6 M HCl (1:1 v/v), y los tubos se mantuvieron en hielo 
durante 20 minutos para precipitar los componentes del plasma, evitando así, 
posibles interferencias. Las muestras se centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos. 
A continuación, se añadió el TBA (Sigma) (120 mM en Tris 260 mM y pH 7) al 
sobrenadante en una proporción 1:5 (v/v), y la mezcla se calentó a 97°C durante 30 
minutos. La reacción entre MDA y TBA produce un pigmento estable de color rojo-
rosáceo, con un coeficiente de absorción molar de 1.56 x 105 M-1 cm-1 en el 
espectro visible (535 nm). En este aducto, la proporción MDA:TBA es de 1:2. Para la 
medida de la absorbancia se utilizó un espectrofotómetro (Biotek HT Sinergy, 
Estados Unidos), controlado por el software Gen 5 1.06. Las concentraciones de 
MDA en plasma se expresaron como nmol de MDA/ml de plasma.  
 
3.4.11 Medida de la capacidad antioxidante del plasma 
 
 Para determinar la capacidad antioxidante en las muestras de plasma se 
utilizó el ensayo ORAC descrito en el apartado 3.2.2. Los resultados se expresaron 
como µmol de equivalente de Trolox/µl de plasma. 
 
3.4.12 Homogeneización y determinación de glutation reducido en tejido 
hepático. 
 
Para llevar a cabo las determinaciones de glutation reducido, las muestras 
de hígado se homogeneizaron en tampón fosfato a pH 7.4  (Sigma) a 4 °C utilizando 
un homogeneizador de vidrio (Figura 19). Posteriormente, los homogeneizados se 
centrifugaron a 5000 g y 4 °C durante 15 minutos, y se recogieron alícuotas los 


















Figura 19. Homogeneización del tejido hepático con un homogeneizador de vidrio. 
 
El contenido de glutation reducido en el hígado se determinó por el método 
fluorimétrico monoclorobimane (Kamencic et al., 2000). Para ello, 90 µl de 
sobrenadante de homogeneizado de hígado se depositaron en una placa 
multipocillo de poliestireno negra, y se añadieron a la placa 10 µl de una solución 
que contenía glutation S-transferasa (1U/ml) obtenida de hígado de caballo (Sigma) 
y monoclorobimane 1 mM (Fluka Biochemical, Suiza). La placa se incubó a 
temperatura ambiente protegida de la luz durante 30 minutos. Durante este tiempo 
tiene lugar una reacción en la que el glutation se une al monoclorobimane, 
generando un complejo fluorescente. Esta reacción está catalizada por la glutation 
S-transferasa. Transcurrido dicho tiempo, se procedió a cuantificar la concentración 
del complejo, y por lo tanto de glutation, mediante un fluorímetro (FLUOstar 
OPTIMA), a una longitud de onda de excitación de 390 nm y de emisión de 510 nm. 
Para determinar el contenido de proteínas en las muestras de hígado, se utilizó la 
técnica espectrofotométrica descrita en el apartado 3.2.5. Las concentraciones de 
glutation reducido en el hígado se expresaron como µmol de glutation reducido/g 
de proteína.  
 
3.4.13 Determinación de  glucosa en plasma 
 
Para obtener los valores de glucosa en plasma se utilizó un kit comercial 
(Spinreact S.A/S.A.U). Para ello se pipetearon 10 µl de plasma y se añadió 1 ml de 




reactivo, la mezcla se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente y 
posteriormente se midió la absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro (Biotek 
HT Sinergy). A continuación se explica el fundamento de cada kit:    
 
Determinación de glucosa en plasma. La glucosa fue determinada por un 
método enzimático que utiliza la glucosa oxidasa (GOD) para catalizar la oxidación 
de la glucosa a ácido glucónico. El peróxido de hidrógeno (H2O2) producido se 
detecta mediante un aceptor cromogénico de oxígeno, fenol, 4-aminofenazona (4-
AF), en presencia de la  enzima peroxidasa (POD), dando lugar a un compuesto 
coloreado denominado quinona (Figura 20). La intensidad de color que se forma es 
proporcional a la concentración de glucosa presente en la muestra de plasma 
(Kaplan et al., 1984; Trinder, 1969). Los resultados se expresaron como mg de 
glucosa/dl de plasma. 
 
β-D-Glucosa + O2 +H2O                         Ácido glucónico + H2O2 
 
    H2O2 + Fenol + 4-AF                             Quinona + H2O 
 
 
Figura 20. Cadena de reacciones de oxidación de glucosa mediadas por las enzimas glucosa oxidasa 
(GOD) y peroxidasa (POD) que terminan dando lugar a un compuesto de color rosáceo proporcional 
a la concentración de glucosa presente en la muestra. 
 
3.4.14 Determinación de insulina en plasma 
 
Para determinar la concentración de insulina plasmática se utilizó un ensayo 
inmunoenzimático (ELISA) de tipo directo con un kit comercial ultrasensible 
específico para rata (Mercodia AB, Suecia).  
 
Durante la incubación, la insulina presente en las muestras de plasma 








anticuerpos anti-insulina conjugados con peroxidasa adicionados. El conjugado 
unido se detectó mediante la reacción con el sustrato 3,3', 5,5'-tetrametilbencidina. 
Esta reacción se detuvo por la adición de ácido, y la lectura se realizó a 450 nm con 
un espectrofotómetro (Biotek HT Sinergy) (Figura 21). Los niveles de insulina en el 













Figura 21. Principio del ensayo de ELISA directo. Reacciones en cadena para determinar la insulina en 
el plasma. 
 
Índice HOMA-IR, HOMA-β y QUICKI 
 
El valor de la concentración plasmática de insulina, junto con el valor de la 
concentración plasmática de glucosa en los animales sacrificados, se utilizaron para 
calcular el índice de resistencia a la insulina [“homeostasis model assessment” 
(HOMA)-IR] y el índice de secreción de insulina en las células β-pancreáticas 
[HOMA-β]. También se calculó el índice cuantitativo de sensibilidad a la insulina 
[“Quantitative Insulin Sensitivity Check Index” (QUICKI)] (Ferrannini y Mari, 1998). 
Las fórmulas que proporcionan los valores de los índices mencionados figuran a 
continuación:  
 
HOMA-IR = insulina en ayunas (µU/ml) × glucosa en ayunas (mM)/22.5 
Y Y Y 
Y 
Anticuerpo monoclonal  
Anticuerpo conjugado 
 con peroxidasa  
3,3 ', 5,5'-tetrametilbencidina   
Y 
Y 
Parar la reacción  
con un ácido 
Lectura a 450nm  
Insulina 




HOMA-β = 20 × insulina en ayunas (µU/ml)/[glucosa en ayunas (mM)-3.5] 
QUICKI = 1/[log insulina en ayunas (µU/ml) + log glucosa en ayunas (mg/dl)]. 
 
3.4.15 Medida de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina en 
plasma 
 
La actividad de la ECA se midió con un método fluorimétrico adaptado de 
Friedland y Silverstein (Friedland y Silverstein, 1976), según se explica a 
continuación. Una muestra de 3 μl de plasma se incubó durante 15 minutos a 37 °C 
por triplicado con 40 μl de tampón borato, que contenía una concentración 5 mM 
del sustrato sintético de la ECA hipuril-histidil-leucina (Hip-His-Leu) (Sigma). La 
reacción se paró añadiendo 190 μl de NaOH 0.35 N. El producto generado (His-Leu), 
se midió fluorimétricamente después de 10 minutos de incubación con 100 μl de 
una solución de o-ftaldialdehído al 2 % en metanol. Las medidas de fluorescencia se 
llevaron a cabo a 37 °C en un lector de placas (Fluostar Optima), a una longitud de 
onda de 350 nm de excitación y de 520 nm de emisión. Se usaron placas 
multipocillo de poliestireno negras (Biogen Científica, España). La curva de calibrado 
se hizo usando ECA de pulmón de conejo (Sigma). 
 
3.4.16 Estudios histológicos 
 
 Para llevar a cabo el estudio histopatológico, al finalizar el tratamiento se 
obtuvieron distintos tejidos para su análisis, hígado, páncreas, riñón y tejido 
adiposo. El tejido adiposo fue obtenido de distintas localizaciones para estudiar las 
variedades blanca (epididimal) y parda (interescapular). Todos los tejidos se fijaron 
en solución de formaldehido al 10 % en PBS durante un mínimo de 48 horas y 
fueron procesados para su inclusión en parafina en un procesador automático 
Thermo Shandon (Thermo Fisher Scientist, Estados Unidos). Una vez embebidos en 
parafina se cortaron con un micrótomo Microm (MICROM International GmbH, 
Alemania) en secciones de 5 µm. A continuación, las preparaciones se tiñeron con 




hematoxilina-eosina (H & E) para su estudio general y con la tinción de Van Gieson 
para la determinación de fibrosis.  
 
La observación se realizó con un microscopio Zeiss Axioskop 2 (Zeiss 
MicroImaging GmbH, Alemania) equipado con el programa de análisis de imagen 
AxioVision 4.6 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Alemania). Este programa se empleó 
para medir el tamaño medio de los islotes de Langerhans, que se expresó en µm2, y 
para contar el número medio de células adiposas presentes por unidad de área. En 
el primer caso se analizaron entre 2 y 4 secciones por páncreas midiéndose, bajo el 
objetivo de 40 aumentos, un mínimo de 100 islotes por tratamiento. Por otra parte, 
el tamaño de los adipocitos se cuantificó, en el caso de la grasa parda, bajo el 
objetivo de 40 aumentos, determinándose el número medio de adipocitos por cada 
4x104 mm2, mientras que, para la grasa blanca se utilizaron 20 aumentos dado el 
mayor tamaño de sus células, resultando un área medida por sección de 15x104 
mm2.  
  
3.5 Análisis estadístico 
  
Los resultados obtenidos en los animales se expresaron como la media ± el 
error estándar de la media (EEM) de, al menos, 7 animales. 
 
Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el test de la “t de 
student” para datos no pareados. En algunos casos, el análisis estadístico se llevó a 
cabo mediante el cálculo de la varianza utilizando un ANOVA de dos vías, seguido 
del test de Bonferroni. Se considera siempre significativa la diferencia para valores 
de P < 0.05. Para llevar a cabo el análisis estadístico se empleó el programa 
estadístico Graph-Pad Prism versión 4.00 para Windows (Graph-Pad Software, San 
Diego, CA). Se realizaron las siguientes comparaciones: *P < 0.05 ratas delgadas vs 
ratas obesas que bebieron agua, # P < 0.05 ratas obesas que bebieron agua vs ratas 
obesas que recibieron los hidrolizados de clara de huevo. 





En la tabla 9 se resumen las determinaciones realizadas y técnicas utilizadas 
en el estudio in vivo.  
 
Tabla 9. Determinaciones realizadas y técnicas utilizadas en el estudio en ratas Zucker. 
 
DETERMINACIÓN TÉCNICA UTILIZADA 
Presión arterial directa Ábalo et al., 2011 
Preparación de corazón aislado y perfundido  Langerdorff, 1898 
Reactividad vascular en aorta Nielsen y Owman, 1971 
Reactividad vascular en mesentérica Mulvany, 1977 
Determinación de grasa en las heces Método Soxhlet (AOAC, 1990) 
Test de los filamentos de Von Frey Fox et al., 2001; Vera et al., 2012 
Determinación de colesterol total y triglicéridos 
en plasma  
“Kit” comercial colorimétrico (Spinreact, 
S.A/S.A.U, España) 
Determinación de ácidos grasos libres en 
plasma 
“Kit” comercial colorimétrico (BioAssay Systems, 
Estados Unidos) 
Determinación de la actividad lipasa en plasma “Kit” comercial colorimétrico (BioAssay Systems, 
Estados Unidos) 
Determinación de adiponectina y factor de 
necrosis tumoral en plasma 
“Kit” ELISA comercial (Invitrogen, Life 
Technologies, Estados Unidos) 
Determinación de malonildialdehído en plasma Ensayo modificado del ácido tiobarbitúrico 
(Rodrígez Martinez y Ruiz-Torres, 1992) 
Capacidad antioxidante del plasma Método fluorimétrico desarrollado por Ou et al., 
2001, modificado por Dávalos et al., 2004 
Determinación del glutation reducido en tejido 
hepático 
Método fluorimétrico del monoclorobimane 
(Kamenic et al., 2000) 
Determinación de glucosa en plasma “Kit” comercial colorimétrico (Spinreact, 
S.A/S.A.U, España) 
Determinación de insulina en plasma “Kit” ELISA comercial (Mercodia AB, Suecia) 
Medida de la actividad de la enzima 
convertidora de angiotensina en plasma 
Método fluorimétrico adaptado de Friedland y 
Silverstein, 1976 
Estudios histológicos Tinción general Hematoxilina-Eosina (EH) y 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En esta Tesis Doctoral, se han obtenido hidrolizados enzimáticos derivados 
de proteínas de la clara de huevo, que se han seleccionado en función de su utilidad 
potencial para la prevención y/o el tratamiento de determinadas patologías 
multifactoriales como el síndrome metabólico (SM),  y se ha intentado demostrar 
que su consumo puede producir un claro beneficio a nivel metabólico y 
cardiovascular. A continuación, se muestran los resultados obtenidos y la discusión 
de los mismos. Para ello, hemos dividido esta sección en cinco apartados. En primer 
lugar, se expondrán los resultados obtenidos en los experimentos in vitro que 
sirvieron para seleccionar los hidrolizados de clara de huevo más prometedores. A 
continuación, se explicarán y discutirán los resultados obtenidos en el estudio in 
vivo realizado en ratas Zucker. Se comentarán, por este orden, los resultados 
relacionados con la obesidad y el metabolismo lipídico, después se presentarán los 
resultados obtenidos sobre distintos parámetros relacionados con el estrés 
oxidativo y la inflamación, se explicarán los resultados relativos al metabolismo de 
la glucosa y finalmente se abordarán los resultados y discusión de los efectos sobre 
el sistema cardiovascular. 
 
4.1 OBTENCIÓN Y SELECCIÓN DE HIDROLIZADOS DE CLARA DE HUEVO. ESTUDIOS 
IN VITRO  
 
La primera parte de esta investigación consistió en la obtención de 
hidrolizados de clara de huevo utilizando enzimas de grado alimentario de 
diferentes orígenes (bacteriano, vegetal, fúngico y digestivo) y especificidades, 
ampliamente usadas en la mejora de productos alimenticios. Las reacciones se 
llevaron a cabo en las condiciones óptimas de actuación de cada enzima, se 
recogieron alícuotas a distintos tiempos hasta las 48 horas, y el progreso de la 
hidrólisis se analizó mediante cromatografía de líquidos de alta eficacia en fase 
inversa (RP-HPLC). En cada uno de los hidrolizados se determinaron in vitro la 
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actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), las 
actividades antioxidante e hipocolesterolémica y, en algunos casos, la actividad 
inhibidora de la enzima dipeptidil dipeptidasa IV (DPP IV). Todas estas 
determinaciones se realizaron con el objetivo de seleccionar aquellos hidrolizados 
que presentaran el mejor potencial para combatir de forma conjunta las 
complicaciones más frecuentes asociadas al SM, en concreto, las alteraciones en el 
metabolismo de la glucosa, la dislipemia y el aumento de presión arterial. Los 
resultados obtenidos se muestran en las Tablas 10-17.  
 
Tabla 10. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con Neutrase 0.8L a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 










Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 








(mmol unido/ mg 
proteína)
0 >1000 71.4 0.015
2 0.135 397.2 -0.015
4 0.085 488.1 -0.009
8 0.089 465.6 -0.016
12 0.102 503.0 -0.043
24 0.103 591.7 -0.034
36 0.112 632.8 -0.055
48 0.120 484.2 -0.057
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Tabla 11. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con Alcalase 2.4LFG a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 
angiotensina. Los valores sombreados muestran las mayores actividades alcanzadas. 
 
 
Tabla 12. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con Promod 144P a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 
angiotensina. Los valores sombreados muestran las mayores actividades alcanzadas. 
 
ALCALASE 2.4LFG
Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 
de la ECA 
(IC50 µg/ml)
Actividad Antioxidante




(mmol unido/ mg 
proteína)
0 >1000 79.1 0.015
2 0.363 298.9 0.082
4 0.237 371.7 0.071
8 0.483 288.9 0.054
12 0.527 297.2 0.072
24 0.816 329.7 0.064
36 0.558 376.8 0.028
48 0.235 278.1 -0.043
PROMOD 144P
Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 








(mmol unido/ mg 
proteína)
0 >1000 114.0 0.002
2 0.245 390.2 -0.037
4 0.119 509.5 -0.038
8 0.202 453.3 -0.056
12 0.185 451.5 -0.040
24 0.079 489.1 -0.035
36 0.129 520.8 -0.016
48 0.106 515.7 -0.018
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Tabla 13. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con Flavourzyme 1000L  a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 
angiotensina. Los valores sombreados muestran las mayores actividades alcanzadas. 
 
Tabla 14. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con Peptidase 433P a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 
angiotensina; DPP IV = Dipeptidil-dipeptidasa IV. Los valores sombreados muestran las mayores 
actividades alcanzadas.  
 
FLAVOURZYME 1000L
Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 
de la ECA 
(IC50 µg/ml)
Actividad Antioxidante




(mmol unido/ mg 
proteína)
0 >1000 62.4 -0.048
2 0.687 544.8 -0.042
4 0.651 660.1 0.000
8 0.666 691.9 0.000
12 0.473 714.9 0.008
24 0.215 873.7 0.008
36 0.147 928.7 -0.023
48 0.170 552.1 -0.069
PEPTIDASE 433P
Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 








(mmol unido/ mg 
proteína)
Actividad inhibidora 
de la DPP IV           
(IC50 mg/ml)
0 >1000 79.4 0.012 >1000
2 0.909 292.3 0.071 136.18
4 0.725 516.3 0.169 16.46
8 0.676 418.9 0.092 20.67
12 0.507 491.7 0.180 20.94
24 0.151 1099.9 0.259 8.07
36 0.230 610.1 0.138 10.31
48 0.122 904.8 0.103 6.67




Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 








(mmol unido/ mg 
proteína)
0 >1000 62.7 0.052
2 2.574 97.8 0.037
4 1.927 180.6 0.055
8 2.948 99.3 0.180
12 3.553 111.1 -0.144
24 0.843 202.1 0.048
36 0.862 145.9 0.119
48 0.845 111.0 -0.030
Tabla 15. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con Pancreatin 4XNF a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 
















Tabla 16. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con PTN 6.0 Saltfree a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 




Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 








(mmol unido/ mg 
proteína)
0 >1000 67.4 0.013
2 12.430 102.1 0.030
4 5.100 131.9 0.043
8 9.202 100.4 0.043
12 2.434 253.6 0.093
24 3.121 258.6 0.027
36 2.534 159.9 -0.098
48 0.332 297.2 -0.075
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Tabla 17. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados producidos con BC Pepsin 1:3000 a diferentes tiempos. ECA = Enzima convertidora de 
angiotensina; DPP IV = Dipeptidil-dipeptidasa IV. Los valores sombreados muestran las mayores 
actividades alcanzadas.  
 
La búsqueda de actividad inhibidora de la ECA, que como parte del sistema 
renina-angiotensina, hidroliza la angiotensina I dando lugar al potente 
vasoconstrictor angiotensina II y que, además, hidroliza a la bradiquinina que tiene 
acción vasodilatadora, es la estrategia más comunmente empleada para la selección 
de hidrolizados y péptidos antihipertensivos derivados de proteínas alimentarias 
(Martínez-Maqueda et al., 2012). Como se observa en las Tablas 10-17, y de 
acuerdo con estudios previos (Miguel et al., 2004), la clara de huevo sin hidrolizar 
no mostró actividad inhibidora de la ECA. La inhibición de esta enzima se observó 
tras la hidrólisis de las proteínas de la clara de huevo con las diferentes enzimas. En 
todos los casos, la actividad aumentó con el grado de hidrólisis debido a la 
liberación de péptidos activos, hasta llegar a una actividad óptima que, 
posteriormente, comenzó a disminuir debido a la degradación de éstos a 
fragmentos inactivos. El grado de hidrólisis que condujo a la máxima actividad 
dependió, además, de la enzima utilizada, puesto que la especificidad y actividad de 
BC PEPSIN 1:3000
Tiempo de incubación 
(horas)
Actividad Inhibidora 








(mmol unido/ mg 
proteína)
Actividad inhibidora 
de la DPP IV            
(IC50 mg/ml)
0 >1000 75.7 0.028 >1000
2 0.082 316.1 0.055 14.27
4 0.051 624.0 0.016 5.03
8 0.047 574.2 0.154 7.18
12 0.072 370.8 0.034 6.66
24 0.044 574.1 0.077 4.56
36 0.053 418.5 -0.010 5.55
48 0.047 457.0 0.029 4.82
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ésta condicionan la secuencia y concentración de los péptidos liberados (López-
Fandiño et al., 2006).  
 
Neutrase 0.8L y Alcalase 2.4LFG (Tablas 10 y 11), ambas endoproteasas de 
origen bacteriano con una variada especificidad de sustrato, degradaron 
rápidamente a las proteínas de la clara de huevo, dando lugar a un perfil 
cromatográfico que apenas varió tras 4 horas de hidrólisis (resultados no 
mostrados). La máxima actividad inhibidora de la ECA se obtuvo, en ambos casos, 
tras 4 horas de incubación, aunque fue aproximadamente 3 veces más efectiva la 
inhibición de la ECA con Neutrase 0.8L. Promod 144P, una enzima de origen vegetal 
que contiene 5 proteasas de diferente especificidad, hidrolizó las proteínas de 
partida en, aproximadamente, 12 horas y condujo, tras 24 horas, a una importante 
inhibición de la ECA (Tabla 12).  
 
Las dos aminopeptidasas de origen fúngico, Flavourzyme 1000L y Peptidase 
433P, exopeptidasas que liberan el aminoácido N-terminal de péptidos y proteínas, 
dieron lugar a una hidrólisis más lenta de las principales proteínas de la clara de 
huevo (que desaparecieron entre las 12 y 24 horas). La Figura 23 muestra los 
cromatogramas de los hidrolizados obtenidos con Peptidase 433P a diferentes 
tiempos. Flavourzyme 1000L y Peptidase 433P condujeron a similares actividades 
inhibidoras de la ECA, con un IC50 óptimo equivalente a, aproximadamente, 150 
µg/ml,  tras 36 y 24 horas de hidrólisis, respectivamente (Tablas 13 y 14).  
 
Las enzimas digestivas, Pancreatin 4xNF y PTN 6.0, procedentes de páncreas 
porcino, proteolizaron muy lentamente las principales proteínas de la clara de 
huevo pues, en ambos casos, se detectó ovoalbúmina intacta tras 48 horas de 
hidrólisis (resultados no mostrados). Esto se debe a que el ovomucoide, que supone 
un 11% de la clara de huevo, es un potente inhibidor de la tripsina (Van der 
Plancken et al., 2004). La actividad inhibidora de la ECA obtenida tras la hidrólisis 
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con estas enzimas fue baja en general, alcanzándose el máximo grado de inhibición 
hacia el final de la hidrólisis (Tablas 15 y 16).  
 
La mayor actividad inhibidora de la ECA se obtuvo con BC Pepsin. Esta 
enzima  procedía de estómago de cerdo. La hidrólisis de la clara de huevo con esta 
enzima digestiva condujo, tras 4-8 horas de hidrólisis, a un IC50 equivalente a, 
aproximadamente, 50 µg/ml y se mantuvo a este nivel durante las 48 horas de 
incubación (Tabla 17). Los cromatogramas de los hidrolizados obtenidos con BC 
Pepsin (Figura 22) mostraron la presencia de ovoalbúmina intacta al menos durante 
12 horas, lo que evidencia que no es necesario alcanzar elevados grados de 
hidrólisis para producir hidrolizados muy activos. Estos resultados concuerdan con 
los obtenidos previamente en nuestro laboratorio, que demostraron que la 
hidrólisis de la clara de huevo con pepsina, durante 3-8 horas, da lugar a 
hidrolizados muy activos, con valores de IC50 comprendidos entre 40 y 50 µg/ml. En 
dichos hidrolizados se identificaron nuevas secuencias peptídicas con potente 
actividad inhibidora de la ECA (Tabla 18), tales como RADHPFL, YAEERYPIL e IVF 
(Miguel et al., 2004), y se detectó la presencia de FRADHPFL (ovokinina), un 
octapéptido que, de acuerdo con Fujita et al. (1995), posee acción vasodilatadora 
en arterias mesentéricas caninas. Se comprobó que el hidrolizado de clara de huevo 
con pepsina, y algunos de los péptidos activos que contiene, producen una 
disminución significativa de la presión arterial sistólica y diastólica en ratas 
espontáneamente hipertensas (SHR) tras su administración aguda por vía oral. Así, 
una dosis de 200 mg/kg de hidrolizado condujo a una reducción de la presión 
arterial sistólica (PAS) en estos animales de, aproximadamente, 40 mm Hg 6 horas 
después de su administración (Miguel et al., 2005). Se demostró, además, que el 
hidrolizado es capaz de atenuar el desarrollo de hipertensión arterial (HTA) cuando 
se administra de forma continuada a las ratas SHR (500 mg/kg/día) desde el destete 
hasta las 20 semanas de vida (Miguel et al., 2006). Posteriormente, se observó que 
los péptidos RADHPFL, YAEERYPIL e IVF inducen vasodilatación en aorta de rata 
(Miguel et al., 2007a). Otras secuencias incluídas en el hidrolizado, como 
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YRGGLEPINF y ESIINF también poseen actividad vasorelajante y, en este caso, esta 
actividad sería, al menos en parte, responsable de su actividad antihipertensiva en 
SHR, ya que no son inhibidores de la ECA (Miguel et al., 2007b) (Tabla 18). Por otra 
parte, algunos de los péptidos presentes en el hidrolizado, como FRADHPFL, 
RADHPFL, YRGGLEPINF y RDILNQ ejercen, además, efecto relajante vascular en 
arterias de resistencia (Tabla 18) (Miguel et al., 2010). Tal y como se muestra en la 
Tabla 18, el análisis mediante espectrometría de masas (RP-HPLC-MS/MS) pudo 
confirmar la presencia, en el hidrolizado de clara de huevo con BC Pepsin durante 8 
horas, de todas las secuencias activas previamente descritas, lo que garantizaría su 
efecto antihipertensivo. 
 
El uso de antioxidantes dietéticos se reconoce por su potencial efectividad 
para mejorar los mecanismos y las defensas antioxidantes del organismo, 
contribuyendo de esta forma a promover un buen estado de salud. Además de 
antioxidantes reconocidos como el α-tocoferol, la vitamina C o fitoquímicos como 
luteína, licopeno, isoflavonas etc., los péptidos de origen alimentario están 
recibiendo especial atención, y aunque hay todavía muy pocos estudios in vivo, los 
estudios in vitro señalan que podrían ser efectivos en el control de procesos 
oxidativos a través de distintos mecanismos. Un aspecto a tener en cuenta es que, 
dada la complejidad de los procesos oxidativos que ocurren en los alimentos y en 
los sistemas biológicos, no es fácil que un único método permita caracterizar todo el 
potencial antioxidante de un compuesto (Antolovich et al., 2002). Considerando esa 
limitación, el método ORAC, que determina la actividad neutralizadora de radicales 
libres, se utiliza extensamente en los estudios in vitro de actividad antioxidante. En 
2011, Samaranayaka y Li-Chan hicieron una revisión de los sustratos, enzimas 
proteolíticas y condiciones de digestión que han dado lugar a hidrolizados de 
proteínas alimentarias con actividad antioxidante y resaltaron, como se indicó  
anteriormente, la importancia de la especificidad de las proteasas y el grado de 
hidrólisis en las propiedades estructurales de los péptidos resultantes (tamaño, 
________________________________________  ______       Resultados y Discusión 
97 
 
hidrofobicidad y composición en aminoácidos) y, por lo tanto, también en su 
actividad antioxidante, tal y como se muestra en las Tablas 10-17. 
 
Las proteínas de la clara de huevo mostraron una modesta actividad 
antioxidante que aumentó con la hidrólisis en todos los casos hasta llegar a un valor 
óptimo a partir del cual comenzó a disminuir (como en el caso de Neutrase 0.8 L –
Tabla 10- y Flavourzyme 1000L –Tabla 13-), o sufrió oscilaciones (como en el caso de 
BC Pepsin –Tabla 17-) que posiblemente reflejan las formaciones y degradaciones 
sucesivas de las secuencias con capacidad neutralizadora de radicales peroxilo. De 
hecho, la mayoría de los péptidos antioxidantes presentan masas moleculares entre 
500 y 1800 Da y contienen en sus secuencias aminoácidos azufrados (Cys y Met), 
aromáticos (Trp, Tyr and Phe) e His. Las actividades antioxidantes de las secuencias 
peptídicas son mucho mayores que las correspondientes a sus aminoácidos 
constituyentes, pues la mayor estabilidad de los radicales peptídicos evita la 
propagación e iniciación de las reacciones oxidativas (Elias et al., 2008). 
 
Las actividades antioxidantes más elevadas correspondieron a los 
hidrolizados obtenidos con las aminopeptidasas Flavourzyme 1000L y Peptidase 
433P a partir de las 24 horas de incubación, coincidiendo con la aparación de la 
máxima actividad inhibidora de la ECA (Tablas 13 y 14). Esta actividad, equivalente a 
900-1100 µmol de Trolox/g de proteína, es muy elevada y comparable a la de otros 
hidrolizados protéicos (Conway et al., 2013) y a otros compuestos antioxidantes 
muy potentes descritos en la bibliografía. Así, a modo de ejemplo, es importante 
señalar que el polvo de cacao posee un valor de 826 µmol de Trolox/g y que un 
cacao rico en polifenoles (CocoanOX de Natracéutical Group que contiene una 
cantidad media de polifenoles, y un contenido de epicatequina y catequina, mucho 
mayor que un cacao estándar) presenta valores de 2861 µmol de Trolox/g, estando 
ambos resultados obtenidos con el mismo método utilizado es nuestro estudio 
(Quiñones et al., 2010). 
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Neutrase 0.8L y BC Pepsin (Tablas 10 y 17) también dieron lugar a una 
importante actividad neutralizadora de radicales peroxilo, que llegó a alcanzar 
aproximadamente los 600 µmol de Trolox/g de proteína. La actividad antioxidante 
más baja correspondió a las enzimas pancreáticas, lo que reflejaría una proteolisis 
poco efectiva, como ya se ha comentado. En la práctica, alcalasa, Flavourzyme y 
pepsina se han empleado frecuentemente en la producción de péptidos 
antioxidantes pero, dependiendo del sustrato, tripsina y quimotripsina también han 
proporcionado buenos resultados (Samaranayaka y Li-Chan, 2011). Anteriormente 
ya se había demostrado la actividad neutralizadora de radicales libres de un 
hidrolizado de clara de huevo con pepsina y algunos de sus péptidos, como 
YAEERYPIL, SALAM y YQIGL  (Tabla 18) (Dávalos et al., 2004). Las secuencias 
YAEERYPIL, SALAM y YQIGL se detectaron también mediante RP-HPLC-MS/MS en el 
hidrolizado de clara de huevo con BC Pepsin tras 8 horas de incubación con la 
emzima, tal y como se indica en la Tabla 18, lo que avalaría y confirmaría su efecto 
antioxidante. Aunque, salvo en el caso de YAEERYPIL, no se encontró correlación 
entre la actividad inhibidora de la ECA y la actividad antioxidante en los péptidos 
individuales (Dávalos et al., 2004), la combinación de ambas actividades en el 
hidrolizado lo hacen muy interesante para utilizarlo en el control de las afecciones 
cardiovasculares. De hecho, se demostró que la administración continuada del 
hidrolizado de clara de huevo con pepsina a SHR (500 mg/kg/día durante 20 
semanas) aumenta la capacidad neutralizadora de radicales libres del plasma, 
inhibe la peroxidación lipídica en la aorta y ejerce efectos beneficiosos en el perfil 
lipídico, bajando los niveles de triglicéridos y colesterol total en el plasma sin 
modificar los niveles de colesterol-HDL (Manso et al., 2008).  
 
Algunos hidrolizados de proteínas vegetales y animales han mostrado 
propiedades hipolipidémicas in vitro, en cultivos celulares y en modelos animales. 
Esta actividad se ha relacionado con su capacidad de: unirse a los ácidos biliares, 
romper las micelas de colesterol en el tracto gastrointestinal o alterar la actividad 
de enzimas clave en el hígado y los adipocitos (Howard y Udenigwe, 2013). El 
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bloqueo los ácidos biliares en el lumen intestinal interrumpe su circulación 
enterohepática, puesto que se forman complejos insolubles que se excretan, y esto 
causa una disminución del colesterol endógeno al estimular su catabolismo. La 
capacidad de los hidrolizados protéicos de unirse a los ácidos biliares parece 
depender de la hidrofobicidad de los péptidos que los constituyen. Así, se 
establecerían interacciones entre los aminoácidos hidrofóbicos (Leu, Tyr y Trp) y 
catiónicos (Lys) de los péptidos con el esqueleto hidrofóbico y el grupo carboxílico 
de los ácidos biliares, respectivamente (Porez et al., 2012).  
 
La hidrólisis de la clara de huevo con BC Pepsin durante 8 horas mejoró su 
capacidad de unión a los ácidos glicocólico, glicochenodeoxicólico, glicodeoxicólico, 
taurocólico, taurochenodeoxicólico y taurodeoxicólico in vitro, alcanzando valores 
de 0.154 mmol/mg de proteína (Tabla 17). Este hecho podría ser responsable de los 
efectos hipocolesterolémicos detectados in vivo en un hidrolizado similar (Manso et 
al., 2008). Sin embargo, hay que tener en cuenta la heterogeneidad de péptidos que 
se encuentran en hidrolizados complejos como éste, que podrían actuar a través de 
diferentes mecanismos de acción hipolipemiante y no solamente a través de la 
unión a ácidos biliares, al igual que ocurriría con la actividad antioxidante. La 
actividad hipocolesterolémica más elevada se encontró en el hidrolizado con 
Peptidase 433P durante 48 horas (Tabla 14). También se detectó actividad 
hipocolesterolémica en los hidrolizados con proteasas pancreáticas (Tablas 15 y 16) 
y en los hidrolizados obtenidos con Alcalase 2.4LFG (Tabla 11), pero no así en los de 
Neutrase 0.8 L, Promod 144P y Flavourzyme 1000L (Tablas 10, 12 y 13). 
 
A la vista de los resultados obtenidos, se seleccionaron para el estudio in 
vivo los hidrolizados producidos con BC Pepsin durante 8 horas y con Peptidase 
433P durante 24 horas, pues en ellos concurría más de una actividad biológica 
relevante que se relaciona con alguna de las patologías que caracterizan al SM. En el 
primer caso, la elección del hidrolizado con BC Pepsin durante 8 horas, se justificó 
por su elevada actividad inhibidora de la ECA e importantes actividades 
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antioxidante e hipocolesterolémica (Tabla 17). Además, y como ya se ha discutido, 
un hidrolizado semejante (obtenido tras 3 horas de incubación con pepsina) ya 
había demostrado actividad antihipertensiva, antioxidante e hipocolesterolémica en 
SHR (Miguel et al., 2005; Miguel et al., 2006; Manso et al., 2008) que, podría 
deberse, al menos en parte, a la presencia de determinados péptidos bioactivos que 
también se hallaban en el hidrolizado con BC Pepsin durante 8 horas (Tabla 18). En 
el segundo caso, el hidrolizado con Peptidase 433P durante 24 horas, destaca por 
sus actividades antioxidante e hipocolésterolémica (Tabla 14) que, como ya se ha 
mencionado, podrían deberse a la presencia de aminoácidos hidrofóbicos. El 
análisis de este hidrolizado mediante RP-HPLC-MS/MS mostró, a pesar de la 
presencia de sólo algunos picos mayoritarios que absorbían a 214 nm, un perfil muy 
complejo con muchos iones, que solamente permitió la identificación inequívoca de 
las secuencias: LPDEVSG, procedente de la ovoalbúmina, y DDNKVED, GVDTKSD, 
IESGSVEQA y GGLVYT, procedentes de la ovotransferrina. No se detectó la presencia 
de ninguno de los péptidos activos que se indican en la Tabla 18. 
 
En los hidrolizados seleccionados se determinó, además, la actividad 
inhibidora de la enzima DDP IV. Esta enzima es responsable de la degradación e 
inactivación de incretinas, entre las que se encuentran el péptido 1 similar al 
glucagón (GLP-1) y el polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP) que, 
en respuesta a la ingestión de alimentos, actúan estimulando la secrección de 
insulina dependiente de glucosa por las células β-pancreáticas (Drucker, 2006). 
Estudios muy recientes han puesto de manifiesto el efecto inhibidor de ciertos 
hidrolizados de proteínas alimentarias sobre esta enzima. La clara de huevo no 
poseía actividad inhibidora de la enzima DDP IV, pero ésta aumentó con la hidrólisis, 
proporcionando valores de IC50 de 8.07 mg/ml, en el caso del hidrolizado con 
Peptidase 433P durante 24 horas (Tabla 14), y de 7.18 mg/ml en el hidrolizado con 
BC Pepsin durante 8 horas (Tabla 17). Si bien, estos valores de IC50 no son los más 
bajos que podrían obtenerse con ambas enzimas, se comparan muy 
favorablemente con los de hidrolizados muy activos descritos en la bibliografía, 
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producidos a partir de proteínas de suero lácteo tratadas con tripsina (1.51 mg 
proteína/ml; Silveira et al., 2013), pepsina (0.075 mg/ml; Lacroix y Li-Chan, 2012) y 
una mezcla de proteinasas (≈ 1.5 mg/ml; Tulipano et al., 2011; Nongonierma y 
FitzGerald, 2013a; Nongonierma y FitzGerald, 2013b) o caseína hidrolizada con 
diferentes enzimas (entre 0.4 y 5 mg/ml; Pieter, 2006), lo que respalda la selección 
de ambos hidrolizados para el ensayo in vivo.  
 
Finalmente, y con objeto de profundizar en su caracterización, las 
actividades inhibidora de la ECA, antioxidante, e inhibidora de la enzima DPP IV se 
estimaron también separadamente en las fracciones mayor y menor de 3000 Da de 
los hidrolizados seleccionados, mostrando, como era de esperar, que las tres 
actividades se concentran en los péptidos de menor tamaño (Tabla 19). Esto es 
particularmente llamativo en el hidrolizado obtenido con aminopeptidasa, puesto 
que la fracción menor de 3000 Da presentó, respectivamente, 20, 7 y 10 veces más 
actividad inhibidora de la ECA, antioxidante e inhibidora de la enzima DPP IV que la 
fracción mayor de 3000 Da. Esto pone de manifiesto que la ultrafiltración de los 
hidrolizados permitiría obtener fracciones enriquecidas en péptidos 




















Figura 22. Hidrolizados de clara de huevo con BC pepsin (pepsina). Evolución del proceso  de 
hidrólisis a pH 2.0 y 37 °C  durante 48 horas.  
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Figura 23. Hidrolizados de clara de huevo con  Peptidase 433P (aminopeptidasa). Evolución del 
proceso de hidrólisis a pH 7.0 y 50 °C durante 48 horas.  
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Tabla 18. Secuencias identificadas por Miguel et al. (2004) en un hidrolizado de clara de huevo con pepsina durante 3 horas y su actividad inhibidora de la enzima convertidora de 
angiotensina (ECA), antioxidante, vasodilatadora y/o antihipertensiva. La última columna señala su presencia en el hidrolizado obtenido con BC Pepsin durante 8 horas. SHR = 





inhibidora de la 
ECA (µM) 
Actividad 












SHR (mm Hg) 
Referencias 
Presencia en 
BC PEPSIN  
8 Horas 
FRADHPFL 3.2 0.13 49.5 / 68 46.3 -25.0 Fujita et al., 1995; Dávalos et al., 2004 
SI 
RADHPFL 6.2 0.13 40.5 42.6 -34.0 Miguel et al., 2004; Dávalos et al., 2004 
SI 
YAEERYPIL 4.7 3.81 31.5 19.1 -31.6 (2 mg/ml) Miguel et al., 2004; Dávalos et al., 2004 
SI 
YRGGLEPINF >1000 1.18 44.1 72.4 -30.6 (10 mg/ml) Miguel et al., 2004;2007b; Dávalos et al., 2004 
SI 
ESIINF >1000 <0.022 42.5 17.4 -30.03 (10 mg/ml) Miguel et al., 2004; 2007b; Dávalos et al., 2004 
SI 
RDILNQ 435.7 <0.022 49.3 66.2 -15.7 (10 mg/ml) Miguel et al., 2004; 2007b; Dávalos et al., 2004 
SI 
IVF 33.9 <0.022 28.7 n.d. -31.7 Miguel et al., 2004; 2007a; Dávalos et al., 2004 
SI 
YQIGL 173.8 1.72 <10 <10 n.d. Miguel et al., 2004; 2007b; Dávalos et al., 2004 
SI 
SALAM 229.1 2.66 12.2 <10 n.d. Miguel et al., 2004; 2007b; Dávalos et al., 2004 
SI 
FSL 172.9 <0.022 <10 <10 n.d. Miguel et al., 2004; 2007b; Dávalos et al., 2004 
SI 
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Tabla 19. Resultados obtenidos tras la determinación de las diferentes actividades in vitro en los 
hidrolizados seleccionados y en sus fracciones menores y mayores de 3000 Da. ECA = Enzima 



















(mmol unido/ mg 
proteína)
Actividad 
inhibidora de la 
DPP IV 
(IC50 mg/ml)
PEPSINA8 h 0.047 574.2 0.154 7.18
Fracción < 3000 Da 0.019 939.5 -- 3.32
Fracción > 3000 Da 0.051 249.6 -- 10.76
AMINOPEPTIDASA 24 h 0.151 1099.9 0.259 8.07
Fracción < 3000 Da 0.038 1932.3 -- 3.96
Fracción > 3000 Da 0.754 268.2 -- 42.65
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4.2 EFECTOS DEL CONSUMO DE HIDROLIZADOS DE PROTEÍNAS DE CLARA DE 
HUEVO SOBRE LA OBESIDAD Y EL METABOLISMO LIPÍDICO EN RATAS ZUCKER 
OBESAS 
 
Para los estudios in vivo realizados en esta Tesis Doctoral, hemos utilizado 
ratas Zucker obesas. Estos animales, como ya se explicó en el apartado de 
Introducción, son homocigotos para el alelo fatty (fa) y constituyen un modelo de 
obesidad que presenta muchas de las anomalías que caracterizan al SM. Las ratas 
Zucker delgadas no presentan este genotipo y carecen de las anomalías que sufren 
los animales obesos. En este estudio, se incluyó también un grupo de ratas Zucker 
delgadas, que se alimentaron con dieta estándar y agua, que se utilizaron como 
referente de normalidad en esta raza. 
 
Ya se ha explicado que no todos los pacientes que sufren SM presentan 
idénticas anomalías. De hecho, para su diagnóstico se requiere que confluyan varios 
factores de riesgo, que pueden ser distintos según se utilice una u otra definición de 
las presentadas en el apartado de Introducción. No existe, por ello, un único 
modelo animal que permita evaluar productos útiles en el SM. Las ratas Zucker 
obesas pueden considerarse uno de los modelos experimentales más idóneos para 
simular este síndrome ya que desarrollan algunas de las patologías más frecuentes y 
relevantes asociadas al SM como obesidad, IR y dislipemia. En la actualidad, 
también se están utilizando modelos experimentales de obesidad inducidos por 
dieta para intentar reproducir el SM que son preferidos por algunos investigadores 
(Sampey et al., 2011), aunque por el momento no se han establecido ni unificado 
los parámetros que permitan obtener un único modelo experimental reproducible 
de SM. Por su parte, las ratas Zucker delgadas no padecen obesidad, ni resistencia a 
la insulina y presentan perfiles lipídicos normales, por lo que pueden considerarse 
como controles sanos para el estudio del SM (Arias-Díaz y Balibrea, 2007).  
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En este estudio se administraron 750 mg/kg/día de cada uno de los 
hidrolizados seleccionados a los animales. Cada uno de los grupos de ratas Zucker 
obesas tratados con hidrolizado de clara de huevo recibieron el producto diluido en 
el agua de bebida. Esta disolución se ajustó semanalmente para que los animales 
recibiesen una dosis diaria concreta de cada uno de los hidrolizados seleccionados. 
Para calcular la dosis utilizada se tuvo en cuenta principalmente un estudio llevado 
a cabo por nuestro grupo de investigación en el que se evaluó el efecto 
antihipertensivo de un hidrolizado de proteínas de clara de  huevo con pepsina, 
similar al seleccionado en esta Tesis Doctoral, tras su administración crónica en un 
modelo experimental de hipertensión (Miguel et al., 2006). La dosis utilizada en 
nuestro estudio es, además, similar a la utilizada por otros investigadores que 
investigaban también el efecto antihipertensivo de péptidos derivados de proteínas 
alimentarias (Wu y Ding, 2001; Otani et al., 2009; Wang et al., 2012). También se 
administraron dosis parecidas en otros estudios en los que se estimaba el efecto de 
hidrolizados proteicos sobre otros modelos de SM (Kim et al., 2004; Wang et al., 
2012; Morato et al., 2013). 
 
A continuación se explican los resultados de los estudios in vivo. Inicialmente 
se presentarán y discutirán los resultados correspondientes a los registros de las 
ingestas sólida y líquida. Posteriormente se expondrán y razonarán los resultados 
referidos a los registros semanales de peso corporal y del peso de los órganos de los 
animales obtenidos al finalizar el estudio. 
 
En los últimos años se ha descrito que la ingesta de proteínas de huevo 
produce un efecto saciante mayor, y consecuentemente una ingesta calórica 
menor, que las proteínas de otros alimentos como la leche y la soja (Vander Wal et 
al. 2005; Ratlift et al., 2010) por lo que el consumo de proteínas de huevo podría 
considerarse más efectivo para controlar la saciedad. Por ello, en este estudio 
llevamos a cabo un registro semanal de la ingesta sólida y de la ingesta líquida de 
los animales. 




La hiperfagia es una característica que define este modelo animal, debido a 
que la mutación recesiva en el alelo fa afecta al receptor Ob-R para la leptina, lo 
que se traduce en una disminución en el número de receptores expresados en la 
superficie celular y, en última instancia, en una marcada resistencia a la acción de la 
leptina (Phillips et al., 1996; Aleixandre y Miguel, 2009). Recientemente se ha 
descrito además que las ratas Zucker obesas presentan 3 veces más actividad de la 
enzima DPP IV que sus controles delgados (Aroor et al., 2013), lo que podría 
relacionarse también con una disminución de la saciedad en estos animales. La 
hiperfagia pudo apreciarse en estos animales durante las primeras seis semanas del 
estudio, cuando se observó que el promedio de la ingesta sólida diaria fue 
significativamente superior en las ratas Zucker obesas que en las ratas delgadas 
(Figura 24). A partir de la semana 14 de vida, la ingesta sólida fue similar en los 
grupos de ratas Zucker obesas y delgadas. Esto podría ser debido a que la hiperfagia 
en estos animales se manifiesta principalmente durante el periodo de crecimiento 
que se da en las primeras 16 semanas de vida (Vasselli et al., 1980). Además, el 
grado de obesidad tan acusado de las ratas a esta edad, les dificulta la movilidad y 
el acceso a la comida, por lo que la ingesta disminuye.  
 
Entre los diferentes grupos de ratas Zucker obesas no se observaron 
diferencias en la ingesta sólida, a pesar del poder saciante que han demostrado 
poseer las proteínas (Anderson et al., 2011; Geraedts et al., 2011), así como los 
hidrolizados derivados de ellas (Bong et al., 2010; Bougatef et al., 2010; 
Nieuwenhuizen et al., 2010; Haeberer et al., 2011; Chen et al., 2012; Cudennec y 
Ravallec, 2013; Park et al., 2013), y especialmente las proteínas de huevo (Vander 
Wal et al. 2005; Ratlift et al., 2010). Esto podría explicarse por la acusada hiperfagia 
que desarrolla este modelo animal. Sin embargo, en otros estudios sí se ha 
observado una disminución de la ingesta cuando se administraban a las ratas Zucker 
obesas diferentes productos ricos en fibra alimentaria, otro componente de los 
alimentos con reconocido poder saciante (Sánchez, 2008). El mecanismo saciante 
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de las proteínas se ha relacionado principalmente con la liberación de distintas 
hormonas supresoras del apetito como la colecistoquinina (CCK) o el GLP-1 (Chen et 
al., 2012; Cudennec y Ravallec, 2013). Sin embargo, no siempre se ha podido 
demostrar este efecto tras el consumo de hidrolizados de proteínas (Park et al., 
2008; Vaughn et al., 2008) a pesar de observarse disminuciones del peso corporal. 
El efecto saciante se relacionó en estos casos con un aumento del metabolismo 





Figura 24. Seguimiento a lo largo del estudio de la ingesta sólida de los animales. A las ratas se les 
administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de 
vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas 
que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 
de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± 
EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó un análisis de varianza de dos vías, seguido del test de 
Bonferroni, para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.05. *P < 0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, desde la semana 8 
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Con respecto a la ingesta líquida, no se observaron diferencias entre las 
ratas Zucker delgadas y las ratas Zucker obesas que ingirieron agua. La ingesta 
líquida fue, sin embargo, significativamente mayor en los grupos de ratas Zucker 
obesas que recibieron los hidrolizados que en las ratas obesas que bebieron agua 
(Figura 25A). Podemos afirmar, por lo tanto, que los ovoproductos administrados 
resultan agradables de ingerir sin tener que añadir ningún compuesto que 
enmascare su sabor para su consumo. En su estado natural las proteínas no 
contribuyen químicamente a la formación de sabor en los alimentos, pero los 
productos procedentes de la hidrólisis de proteínas, es decir, los péptidos y los 
aminoácidos, tienen con frecuencia sabor amargo (Raksakulthai y Haard, 2003; 
Temussi, 2012) y pueden, además, reaccionar con otros ingredientes del alimento 
como azúcares y grasas creando sabores específicos. Sin embargo, en nuestro 
estudio no parece que este fenómeno afecte al consumo de los hidrolizados que 
fue, además, especialmente alto en las ratas que bebieron el hidrolizado de clara de 
huevo con pepsina, probablemente debido al ligero sabor salado de este producto 
por la formación de NaCl debido al empleo de HCl y NaOH en su elaboración. 
 
Para comprobar si este aumento significativo en la ingesta líquida producía 
alguna modificación en la diuresis de los animales, determinamos el volumen de 
orina de las ratas mediante la utilización de jaulas metabólicas. El volumen de orina 
registrado fue significativamente mayor en las ratas obesas respecto a las delgadas 
(Figura 25B). Esto puede justificarse porque los animales obesos de esta raza 
desarrollan nefropatía diabética (Richards et al., 2001), y este aumento en la 
diuresis respecto a los animales delgados puede considerarse un signo precoz en el 
desarrollo de esta patología. Como cabía esperar, el aumento de ingesta líquida 
observado en las ratas obesas que consumieron los hidrolizados, produjo un 
volumen de orina superior al excretado por las ratas obesas que bebieron agua, 
aunque no llegaron a alcanzarse diferencias significativas. 
 















Figura 25. Seguimiento a lo largo del estudio de la ingesta líquida de los animales (A). Volumen de 
orina recogido en las jaulas metabólicas de las ratas al finalizar el estudio (B). A las ratas se les 
administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de 
vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas 
que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 
de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± 
EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó un análisis de varianza de dos vías, seguido del test de 
Bonferroni, para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas 
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El interés sobre los efectos de determinados componentes alimentarios en la 
reducción o el mantenimiento del peso corporal ha aumentado de forma 
considerable en los últimos años. Diversos estudios epidemiológicos y 
observacionales señalan que el consumo de dietas ricas en proteína está 
inversamente relacionado con el peso corporal. Sin embargo, la asociación entre el 
consumo de proteína y la pérdida de peso no siempre ha podido demostrarse y esta 
correlación depende, además de la fuente de proteína utilizada (Westerterp-
Plantega et al., 2009; Dong et al., 2013).  
 
La Figura 26, muestra la evolución a lo largo del estudio del peso corporal de 
los animales. La ganancia de peso corporal en las ratas Zucker delgadas fue 
significativamente menor que la ganancia de peso corporal en las ratas Zucker 
obesas que bebieron agua, resultados esperables en este modelo animal (Zucker y 
Zucker, 1962), y que coinciden con los obtenidos previamente por otros grupos de 
investigación (Galisteo et al., 2005; Sánchez et al., 2011). Se observó una menor 
ganancia de peso corporal durante las primeras 4 semanas del estudio en los 
animales obesos que recibieron los hidrolizados de clara de huevo, pero la 
administración continuada del producto durante 8 semanas más no produjo 
cambios significativos en el peso de los distintos grupos de animales al finalizar el 
estudio. Posiblemente este efecto inicial sobre el peso corporal se haya 
enmascarado debido a la fuerte predisposición genética de este modelo 
experimental para desarrollar obesidad. Debe tenerse en cuenta que las ratas 
Zucker obesas desarrollan obesidad entre la tercera y la quinta semana de vida y 
cuando tienen catorce semanas de vida aproximadamente el 40% de su peso 
corporal es grasa (Zucker y Zucker, 1962). Nosotros comenzamos el estudio cuando 
las ratas Zucker tenían 8 semanas de vida y este finalizó cuando los animales 
alcanzaron las 20 semanas de vida, es decir, nuestro estudio se prolongó hasta el 
momento en el que las ratas presentaron un porcentaje muy elevado de grasa 
corporal y un sobrepeso muy acusado. 
 




Figura 26. Evolución a lo largo del estudio del peso corporal de los animales. A las ratas se les 
administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de 
vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas 
que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 
de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± 
EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó un análisis de varianza de dos vías, seguido del test de 
Bonferroni, para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua.  
 
Los resultados publicados sobre el peso corporal tras el consumo de 
hidrolizados proteicos y otros componentes alimentarios no son concluyentes. De 
acuerdo con nuestros resultados, en un estudio realizado en ratas Zucker diabéticas 
para comprobar el efecto del consumo de un hidrolizado de lisozima de huevo con 
alcalasa sobre la DM2, tampoco se obtuvieron disminuciones significativas del peso 
corporal, pero si se consiguieron mejorar algunas de las alteraciones renovasculares 
desarrolladas en estos animales (Wang et al., 2012). Existen otros estudios en los 
que, tras el consumo de hidrolizados proteicos, tampoco se observaron 
disminuciones del peso corporal utilizando distintos modelos experimentales de 
obesidad inducida por dieta, aunque sí se consiguió mejorar de forma significativa 
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observaron reducciones de peso corporal en los modelos de obesidad inducidos por 
dieta tras la administración de otros componentes alimentarios como polifenoles 
del vino tinto (Agouni et al., 2009; Vendrame et al., 2013) o fibras solubles (Grover 
et al., 2011). Sin embargo, sí han podido demostrarse disminuciones de este 
parámetro en ratas Zucker obesas tras el consumo de fibras alimentarias (Galisteo 
et al., 2005; Galisteo et al., 2010), extractos de la planta Garcinia Cambogia (Asghar 
et al., 2007), o tras el consumo de quercetina (Rivera et al., 2008). Utilizando otros 
modelos experimentales de SM también llegaron a observarse reducciones del peso 
corporal tras el consumo de hidrolizados derivados de proteínas alimentarias  
(Aoyama et al., 2000; Kim et al., 2004; Vaughn et al., 2008; Bong et al., 2010; 
Bougatef et al., 2010; Ko y Jeon, 2013).  
 
Aunque en nuestro estudio sólo se observaron diferencias significativas en el 
peso corporal de los diferentes grupos de animales obesos durante las 4 primeras 
semanas de tratamiento, sí que se pudieron observar algunas diferencias en lo que 
respecta al peso de los órganos al finalizar el estudio (Tabla 20). En todos los grupos 
de ratas Zucker obesas se observó que el peso del hígado era significativamente 
superior, llegando incluso a duplicarse el peso de este órgano con respecto al de las 
ratas delgadas. Esta diferencia persistió cuando se comparó el peso relativo de este 
órgano en animales obesos y delgados. En este modelo experimental los animales 
manifiestan un acúmulo de grasa en tejidos no adiposos (Kakuma et al., 2000), 
principalmente en el hígado, por lo que era esperable encontrar hepatomegalia 
debido a los depósitos de grasa (Argiles et al., 1989; Gómez-Zorita et al., 2012). El 
peso total del hígado, así como su peso relativo se vieron ligeramente disminuidos 
en las ratas Zucker obesas que consumieron el hidrolizado de clara de huevo con 
pepsina, pero sin llegar a traducirse en diferencias significativas, que sí se 
encontraron en el peso de este órgano tras el consumo de nopal (Morán-Ramos et 
al., 2012) o de resveratrol (Gómez-Zorita et al., 2012) en este mismo modelo 
animal. El peso de los riñones y del corazón fue similar en las ratas Zucker delgadas 
y en las obesas, aunque se detectó un menor peso relativo en los riñones de los 
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animales obesos. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en ratas Zucker 
diabéticas a las que se les administró un hidrolizado de lisozima de huevo con 
alcalasa (Wang et al., 2012).  
 
En lo que respecta al tejido adiposo epididimal, tanto su peso como su peso 
relativo fueron significativamente superiores en los grupos de ratas Zucker obesas 
respecto a las delgadas. Estos parámetros fueron, además, significativamente 
menores en las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo 
con pepsina, mientras que el consumo del hidrolizado de clara de huevo con 
aminopeptidasa no produjo modificaciones en el peso de este tejido. También se 
observaron disminuciones en la cantidad de tejido adiposo en otros modelos 
animales tras el consumo de diferentes hidrolizados de proteínas (Kim et al., 2004; 
Shimizu et al., 2006; Liaset et al., 2009; Aroor et al., 2013), y tras la ingesta de fibras 
solubles (Brockman et al., 2012). Estos resultados sugieren un efecto del hidrolizado 
de clara de huevo con pepsina en alguna ruta del metabolismo lipídico de estos 
animales que conduciría a una menor acumulación de lípidos tanto en tejidos 
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Tabla 20. Peso total y peso relativo de los órganos y tejidos obtenidos de las ratas al finalizar el 
estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 
8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, 
( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 
750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos 
representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de 
Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas 
Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas que recibieron los hidrolizados. 
 
La dislipemia es otro factor de gran relevancia y directamente relacionado 
con el SM. Está asociada, además, con el desarrollo de aterosclerosis y 
enfermedades cardiovasculares (Kohen-Avramoglu et al., 2003; Seymour et al., 
2009). Los niveles de lípidos en las ratas Zucker se evaluaron mediante la 
determinación de la concentración plasmática de colesterol total, triglicéridos y 
ácidos grasos libres. Adicionalmente se determinó la actividad de la enzima 
lipoproteinlipasa (LPL), ya que ésta juega un papel crucial en el metabolismo de las 
grasas (Ndisang y Jadhav, 2013).  
 
Las concentraciones plasmáticas de colesterol total (Figura 27A) y de 
triglicéridos (Figura 27B) fueron significativamente mayores en las ratas Zucker 
obesas que en las ratas Zucker delgadas. El plasma de las ratas Zucker obesas 
presentaba, a simple vista, un aspecto lechoso.  
Grupos experimentales Delgadas Obesas Obesas-pepsina Obesas-aminopeptidasa
Peso del corazón (g) 1.45±0.06 1.43±0.06 1.50±0.09 1.56±0.08
Peso del hígado (g) 14.87±0.73 28.64±0.95 * 26.06±1.02 27.40±1.15
Peso relativo del hígado (g)
3.70±0.13 5.40±0.19 * 4.90±0.19 5.30±0.17
Peso de los riñones (g) 2.89±0.18 2.84±0.21 2.59±0.05 2.82±0.20
Peso relativo de los riñones (g)
0.72±0.04 0.53±0.03 * 0.48±0.01 0.54±0.03
Peso del tejido adiposo 
epididimal (g)
6.37±0.31 14.80±0.24 * 13.41±0.2# 14.18±0.44
Peso relativo del tejido 
adiposo epididimal (g)
1.60±0.006 2.72±0.07 * 2.47±0.02# 2.64±0.09






Figura 27. Concentración plasmática de colesterol total (A) y de triglicéridos (B) de los diferentes 
grupos de animales al finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el 
agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas 
Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker 
obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada durante con 
pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo 
hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 
9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y se consideró 
significativa la diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker 
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Estos datos están de acuerdo con lo descrito en la literatura para este 
modelo experimental, que además de presentar hipercolesterolemia, también 
presenta hipertrigliceridemia (Blay et al., 2001; Agouni et al., 2009; Fellmann et al., 
2013; Vendrame et al., 2013). La dislipemia en estos animales se relaciona con un 
desequilibrio en la síntesis y la oxidación de lípidos (Chanussot et al., 1983). Con la 
edad esta situación de dislipemia se va agravando debido a la elevada ingesta de 
nutrientes de forma crónica y también por la situación mantenida de IR y de 
resistencia a la leptina (Muller y Cleary, 1988; Noto et al., 2006).  
 
Las concentraciones plasmáticas de colesterol y triglicéridos fueron 
ligeramente menores en el grupo de animales obesos tratado con el hidrolizado con 
pepsina, pero sin llegar a evidenciar una significación estadística. Es importante 
destacar que nuestro grupo de investigación ya había demostrado que tras la 
administración de un hidrolizado de clara de huevo con pepsina a un modelo 
experimental de hipertensión (SHR), los animales mostraron valores 
significativamente más bajos de colesterol y triglicéridos respecto al grupo control 
(Manso et al., 2008). En otros estudios también se llegaron a encontrar reducciones 
estadísticamente significativas en las concentraciones plasmáticas de triglicéridos 
y/o colesterol al evaluar el efecto sobre el metabolismo lipídico de diferentes 
hidrolizados de proteínas alimentarias (Aoyama et al., 2000; Wergedahl et al., 2004; 
Kim et al., 2004; Beaulieu et al., 2010; Bong et al., 2010; Zhu et al., 2010; Jung et al., 
2010; Hosomi et al., 2011), así como tras la ingesta de otros componentes 
alimentarios como fibras dietéticas (Romero et al., 2002; Weickert y Pfeiffer, 2008; 
Justo et al., 2013), fitoquímicos como el resveratrol (Rivera et al., 2009), quercetina 
(Rivera et al., 2008) o fitoesteroles (Misawa et al., 2012), tanto en ratas Zucker 
como en otros modelos experimentales. Aunque no está claro el mecanismo de 
acción hipolipemiante, algunos investigadores han relacionado el consumo de 
péptidos derivados de proteínas alimentarias con un aumento en la excreción de 
colesterol y ácidos biliares en las heces, ya que estos péptidos son capaces de 
disminuir la solubilidad de las micelas de colesterol y de unirse a los ácidos biliares 
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(Zhong et al., 2007; Hosomi et al., 2011). Los resultados in vitro demostraron que los 
hidrolizados seleccionados eran capaces de aumentar la unión a los ácidos biliares, 
lo que podría ocasionar una disminución de la absorción intestinal de colesterol y, 
por lo tanto, podríamos sugerir este mecanismo de acción como el responsable del 
efecto beneficioso sobre el metabolismo lipídico que se observó en las ratas Zucker 
que ingirieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina. 
 
Los ácidos grasos libres circulantes se encuentran elevados en situaciones de 
obesidad y DM2, y su aumento contribuye a la aparición y mantenimiento del 
estado de IR asociado al SM (Bays et al., 2004; Poynten et al., 2005; Pilz et al., 2006). 
En nuestro estudio, la concentración plasmática de ácidos grasos libres fue 
significativamente superior en las ratas Zucker obesas respecto a sus controles, las 
ratas Zucker delgadas (Figura 28). Se ha descrito en la bibliografía que los niveles 
plasmáticos de ácidos grasos de las ratas Zucker obesas son más altos que en las 
ratas delgadas (Oana et al., 2005; Lupachyk et al., 2012). Con los resultados 
obtenidos hasta este momento decidimos evaluar este parámetro únicamente en 
las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina, 
ya que era en este grupo en el que estábamos observando resultados más 
favorables en el metabolismo lipídico. De hecho, en este grupo de animales se 
observó una disminución significativa en la concentración plasmática de ácidos 
grasos libres en comparación con las ratas obesas que bebieron agua (Figura 28). 
Existen muy pocos estudios que evalúen el efecto de hidrolizados y péptidos 
derivados de proteínas alimentarias sobre el metabolismo de los ácidos grasos. A 
diferencia de nuestros resultados, Wang et al. (2012), no encontraron diferencias 
significativas en los niveles de ácidos grasos tras la administración de un hidrolizado 
de lisozima de huevo con alcalasa a ratas Zucker diabéticas. Sin embargo, otros 
investigadores sí que han obtenido reducciones en este parámetro tras el consumo 
de péptidos derivados de proteínas de origen marino en pacientes con DM2 (Zhu et 
al., 2010). El resto de literatura revisada que indica reducciones en los niveles 
plasmáticos de ácidos grasos libres, cuando se utilizan ratas Zucker obesas así como 
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cuando se usan otros modelos experimentales, hace referencia al efecto de otros 
componentes alimentarios como el resveratrol (Rivera et al., 2009; Gómez-Zorita et 













Figura 28. Concentración plasmática de ácidos grasos libres de los diferentes grupos de animales al 
finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde 
la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que 
bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los datos representan los 
valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para 
analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 
ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas Zucker obesas que 
bebieron agua vs ratas Zucker obesas que recibieron los hidrolizados.  
 
 La LPL  es una enzima que desempeña un papel fundamental en el 
metabolismo lipídico. Esta enzima se encarga de hidrolizar los triglicéridos 
transportados por los quilomicrones y las lipoproteínas de muy baja densidad 
(VLDL) (Goldberg, 1996). Durante este proceso de hidrólisis se liberan ácidos grasos 
que se absorben en los tejidos periféricos, donde se oxidan y se emplean bien como 
fuente de energía o se re-esterifican en forma de triglicéridos y se almacenan en los 
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sobreproducción de VLDL satura la LPL que produce una disminución en la 
depuración de los triglicéridos postprandiales, lo que ocasiona la 
hipertrigliceridemia característica del SM (Rashid et al., 2002). Por la misma razón 
explicada anteriormente decidimos evaluar este parámetro únicamente en las ratas 
Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina. 
 
Con respecto a la actividad de la LPL en el plasma, no se observaron 
diferencias significativas entre las ratas delgadas y las ratas obesas que bebieron 
agua (Figura 29), a pesar de que se ha descrito un aumento en la actividad de la LPL 
en los animales obesos de esta raza (Maggio y Greenwood, 1982). Tampoco se 
observaron diferencias entre los grupos de ratas obesas que recibieron el 
hidrolizado de clara de huevo con pepsina y los animales obesos que bebieron agua 
(Figura 29).  
 
 
Figura 29. Actividad lipasa en plasma de los diferentes grupos de animales al finalizar el estudio. A 
las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la 
semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas 
Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 
mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los datos representan los valores medios ± 
EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y 
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Se sabe que la grasa no digerida en el organismo se elimina por las heces. 
Teniendo en cuenta las disminuciones observadas en el peso de tejidos grasos y no 
grasos tras el consumo del hidrolizado de clara de huevo con pepsina, y su posible 
relación con una menor acumulación de lípidos en estos tejidos, el efecto de este 
hidrolizado sobre el metabolismo de los lípidos en las ratas Zucker obesas podría 
relacionarse con una mayor eliminación de grasa en estos animales. Por todo ello, 
decidimos determinar la cantidad de heces y analizar la grasa que contenían. La 
cantidad de heces recogidas en las jaulas metabólicas fue significativamente mayor 
en las ratas Zucker obesas respecto a las ratas delgadas (Figura 30A). Con respecto a 
la grasa presente en las heces, las ratas Zucker obesas excretaron menos cantidad 
porcentual de grasa que las ratas delgadas (resultados no mostrados). El porcentaje 
de grasa aparentemente digerida (GAD) fue significativamente menor en los 
animales delgados que en los obesos (Figura 30B). El aumento del porcentaje de 
GAD observado en el grupo de ratas Zucker obesas puede ser, en realidad, un 
mecanismo implicado en su condición de obesidad. Estos animales son capaces de 
digerir mejor la grasa que los animales delgados, por lo tanto eliminan menos grasa 
a través de las heces y ésta se acumula en el organismo, lo que promueve su 
condición de obesidad. Pudimos también observar que el consumo de los 
hidrolizados de clara de huevo no ocasionó ninguna modificación en el porcentaje 
de GAD en las ratas obesas y, por lo tanto, no se han podido correlacionar los 
efectos que el consumo del hidrolizado de clara de huevo con pepsina produce 
sobre el metabolismo lipídico con una mayor eliminación de grasa. Se ha descrito, 
sin embargo, que el consumo de otros hidrolizados de proteínas produce un 
aumento en la cantidad de heces y en la eliminación de grasa en ellas (Shimizu et 
al., 2006; Park et al., 2008). Este fenómeno también se ha observado tras el 









Figura 30. Cantidad de heces recogidas (A) y porcentaje de grasa aparentemente digerida (GAD) (B) 
de los grupos de animales al finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos 
en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) 
Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas 
Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, 
( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada 
con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. 
Se utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la 
diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que 
bebieron agua.  
 
La aparición de depósitos grasos en tejidos y órganos no destinados al 
almacenamiento suele instaurarse a la semana 10 de vida en las ratas Zucker obesas 
(Zucker y Zucker, 1962). Entre los tejidos que acumulan depósitos grasos destaca el 
hígado y, en menor medida, el páncreas y el músculo esquelético. Una alta 
concentración de lípidos en el hígado son los responsables, en la mayoría de los 
casos, de la hepatomegalia y el posterior desarrollo de esteatosis hepática (Larter et 
al., 2013). Dado que el hígado es uno de los órganos en los que se suelen presentar 
acúmulos de grasa en este modelo animal, fenómeno que pudimos apreciar además 
tras su observación macroscópica, nos pareció interesante llevar a cabo el estudio 
histológico de este teijdo. Los cortes histológicos de tejido hepático teñidos con 
hematoxilina-eosina analizados al microscopio óptico muestran claras diferencias en 
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hígado de las ratas Zucker delgadas no presentó signos de patología hepática, ni 
linfocitos T o B extravasculares (Figura 31A). Por el contrario, en los hígados de las 
ratas Zucker obesas que bebieron agua se observa una clara esteatosis, con una 
distribución heterogénea de vesículas de grasa principalmente de tipo 
microvesicular (Figura 31B). Aunque en todos los cortes de tejido hepático 
correspondientes a los animales obesos se observa una ligera infiltración linfocitaria, 
no se detectan signos de fibrosis en ninguno de los grupos. Sin embargo, la 
gravedad de la esteatosis no fue la misma en todos los grupos de ratas obesas, ya 
que las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con 
pepsina mostraron un sorprendente menor grado de esteatosis, con menos 
vesículas grasas y de menor tamaño (Figura 31C), hecho que confirma nuestras 
observaciones macroscópicas. Esta mejora en la esteatosis está en concordancia 
con la disminución de peso del hígado observado en las ratas que consumían el 
hidrolizado de pepsina mostrado en la tabla 20, y sugiere que el consumo de este 
hidrolizado disminuye la acumulación de grasa en este órgano y, por consiguiente, 
la esteatosis hepática desarrollada.  
 
También se observó una mejora de la esteatosis en diferentes estudios en 
los que las ratas Zucker obesas se trataron con distintos componentes alimentarios 
como el ácido linolénico conjugado (Gilbert et al., 2011), el nopal (Morán-Ramos et 
al., 2012), el resveratrol (Gómez-Zorita et al., 2012), o con determinadas fibras 

































Figura 31.  Imágenes tomadas en el microscopio óptico (objetivo 40x) de cortes de hígado teñidos 
con hematoxilina–eosina de diferentes grupos de ratas al finalizar el estudio. A las ratas se les 
administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de 
vida. Grupos experimentales: Ratas Zucker delgadas que bebieron agua (A), Ratas Zucker obesas que 
bebieron agua (B), Ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo 
hidrolizada con pepsina(C), Ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de de 
clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa (D). Liposomas señalados con flechas.  
 
Teniendo en cuenta las diferencias observadas en el metabolismo lipídico 
tras el consumo de los hidrolizados, y después de observar también diferencias 
importantes en cuanto a la acumulación de grasa en el tejido hepático, nos 
planteamos llevar a cabo el estudio histológico del tejido adiposo en sus dos 
variedades, blanco (epididimal) y marrón (interescapular). Los cortes histológicos se 
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Tanto en los cortes histológicos de tejido adiposo blanco como de tejido adiposo 
marrón, se observa, de forma general, un aumento del tamaño de los adipocitos en 
todos los grupos de ratas Zucker obesas en comparación con las ratas delgadas. El 
tamaño de los adipocitos del tejido adiposo blanco fue significativamente mayor en 
las ratas Zucker obesas que en las ratas Zucker delgadas, siendo el número de 
adipocitos por unidad de área hasta 5 veces mayor en las ratas delgadas que en las 
obesas (Figuras 32A y B, Figura 33A). No se observaron diferencias en cuanto al 
tamaño y número de adipocitos entre los grupos de ratas obesas que recibieron 
hidrolizado y los animales obesos que bebieron agua (Figura 32B-D y Figura 33A). 
Los resultados obtenidos concuerdan con los datos descritos en la literatura para 
este modelo experimental que desarrolla hipertrofia en los adipocitos (Chakrabarti 
et al., 2011). Estas observaciones se han hecho también en el modelo de ratas 
Zucker diabéticas, donde la hipertrofia de los adipocitos se ha relacionado con un 
aumento de factores pro-inflamatorios, como el TNF-α (Ndisang y Jadhav, 2013). 
Por el contrario, otros investigadores, sí observaron una disminución en la 
hipertrofia de los adipocitos del tejido adiposo blanco cuando trataron animales de 
esta misma raza con otros componentes alimentarios (Noto et al., 2006; Sato et al., 
2007; Declercq et al., 2010).  
 
La hipertrofia fue incluso más evidente en el tejido adiposo marrón que en el 
tejido adiposo blanco (Figura 32E-H y Figura 33B). El tamaño de los adipocitos fue 
también significativamente menor en las ratas delgadas que en las obesas y el 
número de adipocitos por unidad de área del tejido adiposo marrón fue 8 veces 
mayor en las ratas Zucker delgadas que en las ratas obesas. Los adipocitos de los 
animales obesos llegaron incluso a tomar la apariencia de adipocitos del tejido 
adiposo blanco, ocasionando la transformación de sus depósitos grasos en 
uniloculares (Figuras 32A, B y F). El tamaño y el número de los adipocitos del tejido 
adiposo marrón de las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de 
huevo con pepsina fue similar al de los adipocitos de las ratas Zucker obesas que 
bebieron agua (Figura 32F y G). Sin embargo, el tamaño de los adipocitos de las 
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ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con 
aminopeptidasa fue mayor, y por lo tanto el número de adipocitos por unidad de 
área disminuyó significativamente respecto al de los adipocitos de ratas Zucker 
obesas que bebieron agua (Figura 32F y H y Figura 33B). Este fenómeno puede 
relacionarse con los resultados explicados anteriormente para el grupo de ratas 
Zucker que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con aminopeptidasa donde, 





































Figura 32.  Imágenes tomadas en el microscopio óptico de cortes de tejido adiposo teñidos con 
hematoxilina–eosina de diferentes grupos de ratas al finalizar el estudio. Tejido adiposo blanco 
(objetivo 20x)  (A-D); Tejido adiposo marrón (objetivo 40x)  (E-H). A las ratas se les administraron 
diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos 
experimentales: Ratas Zucker delgadas que bebieron agua (A y E); Ratas Zucker obesas que bebieron 
agua (B y F), Ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo 
hidrolizada con pepsina (C y G),  Ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de 











Figura 33.  Recuento del número de adipocitos por área del tejido adiposo blanco (A) y del tejido 
adiposo marrón (B) de los diferentes grupos de ratas al finalizar el estudio. A las ratas se les 
administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de 
vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas 
que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 
de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± 
EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y 
se consideró significativa la diferencia para valores de P < 0.01. *P <0.01 ratas Zucker delgadas vs 
ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.01 ratas Zucker obesas que bebieron agua vs ratas 
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4.3 EFECTOS DEL CONSUMO DE HIDROLIZADOS DE PROTEÍNAS DE CLARA DE 
HUEVO SOBRE LA INFLAMACIÓN Y EL ESTRÉS OXIDATIVO EN RATAS ZUCKER 
OBESAS 
 
Como ya se ha comentado en la Introducción, la acumulación de tejido adiposo 
y especialmente el incremento de grasa visceral que acompaña a la obesidad está 
asociado con un estado de inflamación crónica, que conlleva a un desequilibrio en la 
producción de diferentes mediadores inflamatorios como hormonas, metabolitos y 
adipocitoquinas (Ouchi et al., 2003; Iannitti et al., 2012; Graf et al., 2013; Vendrame 
et al., 2013). Este desequilibrio produce niveles plasmáticos de TNF-α elevados 
(Shoelson et al., 2006; Zeyda y Stulnig, 2009) y niveles de adiponectina disminuidos 
(Weyer et al., 2001; Havel, 2002). El estado proinflamatorio está además 
fuertemente relacionado con la IR, el estrés oxidativo, la disfunción endotelial y la 
ateroesclerosis, apoyando la hipótesis de que este estado de inflamación podría ser 
el nexo de unión entre las diferentes dolencias que caracterizan el SM (Giugliano et 
al., 2006). 
 
En nuestro estudio, los niveles plasmáticos de TNF-α estaban más elevados 
en ratas obesas que en delgadas. Más concretamente, los niveles de TNF-α en las 
ratas Zucker obesas fueron 3 veces superiores a los de las ratas delgadas (Figura 
34). El aumento del TNF-α caracteriza los principales modelos experimentales de 
obesidad (Hotamisligil et al., 1993; Gary-Bobo et al., 2007; Chentouf et al., 2011), 
entre los que se incluye el modelo de las ratas Zucker obesas que hemos utilizado 
(Picchi et al., 2006). Esto puede deberse a la hipertrofia que manifiestan los 
adipocitos en estos animales, lo que favorece la producción de citoquinas 
proinflamatorias como es el TNF-α (Skurk et al., 2007). Las ratas Zucker obesas que 
recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina presentaron una 
disminución significativa de los niveles de TNF-α en el plasma. Este resultado 
concuerda con los resultados obtenidos sobre el metabolismo lipídico ya que la 
menor acumulación de grasa observada en las ratas obesas que consumieron el 
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hidrolizado con pepsina podría relacionarse con un menor estado inflamatorio en 
estos animales. Esta reducción en los niveles plasmáticos de TNF- α se ha observado 
también tras el consumo de un hidrolizado de lisozima de huevo con alcalasa en 
ratas Zucker diabéticas (Wang et al., 2012), así como tras la ingesta de hidrolizados 
de otras proteínas de origen alimentario (Beaulieu et al., 2010; Rudkowska et al., 
2010; Ahn et al., 2012). También se han conseguido reducir los niveles de esta 
citoquina y, por lo tanto, el estado inflamatorio que manifiestan las ratas Zucker 
tras el tratamiento con aceites ricos en omega-3 (Baranowski et al., 2012), con 
fibras solubles (Sánchez et al., 2011; Justo et al., 2013) o con antocianinas (Seymour 
et al., 2009; Vendrame et al., 2013). Este parámetro tampoco se evaluó en el grupo 












Figura 34. Concentración plasmática del factor de necrosis tumoral alpha (TNF-α) de los diferentes 
grupos de animales al finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el 
agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas 
Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker 
obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los 
datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t 
de Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas 
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La adiponectina es una adipocitoquina con actividad antidiabética y 
antiinflamatoria (Bauer et al., 2010) de gran relevancia en el SM. En nuestro 
estudio, los niveles plasmáticos de adiponectina fueron más bajos en las ratas 
delgadas que en las ratas Zucker obesas que bebieron agua (Figura 35). Estos 
resultados concuerdan con los estudios llevados a cabo por Oana et al. (2005), 
donde también se observaron concentraciones plasmáticas de adiponectina en 
ratas Zucker obesas de 13 a 17 semanas de vida, significativamente superiores a las 
concentraciones plasmáticas de esta proteína en las ratas Zucker delgadas. Aunque 
la mayoría de los autores señalan que niveles altos de adiponectina en plasma son 
beneficiosos (Iannitti et al., 2012; Vendrame et al., 2013), es importante tener en 
cuenta que niveles demasiado elevados de adiponectina se han asociado con una 
situación de resistencia a esta adipocitoquina que puede resultar patológica (Hui et 
al., 2007). Los niveles de adiponectina más elevados en las ratas Zucker obesas que 
en las ratas delgadas se pueden relacionar, por lo tanto, con una posible resistencia 
a la adiponectina que presentan los tejidos de las ratas obesas, lo que hace que se 
tenga que secretar más adiponectina para que los tejidos puedan captarla, debido a 
que los receptores de esta adipocitoquina están disminuidos en dichos tejidos. Para 
justificar estas hipótesis, varios investigadores determinaron la expresión de los 
receptores de adiponectina en diferentes tejidos y llegaron a la conclusión de que 
estos receptores estaban disminuidos en el tejido hepático (Matsunami et al., 2010; 
Matsunami et al., 2011) y en el tejido adiposo de las ratas Zucker obesas (Bauer et 
al., 2010). Esto sugiere la posible existencia de un sistema autocrino en dichos 
tejidos que ocasionaría altos niveles de adiponectina en el plasma (Oana et al., 
2005).  
 
Las ratas Zucker obesas que consumieron los hidrolizados de huevo presentaron 
una bajada significativa de la concentración plasmática de adiponectina respecto a 
los animales obesos que bebieron agua (Figura 35). Estos resultados sugieren que el 
consumo de los hidrolizados podría haber disminuido la resistencia a la 
adiponectina característica de los animales obesos de esta raza, aunque para 
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comprobar esta hipótesis sería necesario haber evaluado los niveles de expresión 
de los receptores de adiponectina en los tejidos. Se ha observado que el consumo 
de hidrolizados de proteínas de maíz produce un aumento de los niveles de 
adiponectina en plasma en modelos experimentales de obesidad inducida por dieta 
(Bong et al., 2010). Por otro lado, ese mismo año Zhu et al. (2010), demostraron un 
aumento en los niveles de adiponectina plasmática en pacientes con DM2 tratados 
con péptidos derivados de proteínas de origen marino. No podemos olvidar, sin 
embargo, que el modelo experimental utilizado en esta Tesis Doctoral, presenta un 
defecto en el receptor de la leptina, molécula estrechamente relacionada con la 
adiponectina, y los sistemas de regulación y mecanismos implicados podrían ser 
completamente diferentes según el modelo experimental utilizado. Existen, sin 
embargo, en la bibliografía algunos estudios donde los niveles de adiponectina en 
plasma aumentan en este modelo genético de obesidad tras el consumo de otros 
componentes alimentarios como el nopal (Morán-Ramos et al., 2012), algunas 
fibras solubles (Sánchez et al., 2011), o tras el consumo de arándanos (Vendrame et 
al., 2013). Esta discrepancia entre los resultados encontrados en los niveles 
plasmáticos de adiponectina podría relacionarse con diferencias en el sexo o en la 


























Figura 35. Concentración plasmática de adiponectina de los diferentes grupos de animales al finalizar 
el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la 
semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que 
bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que 
recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los 
datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t 
de Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas 
Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas que recibieron los hidrolizados. 
 
Hoy día se acepta, que existe una relación entre obesidad y estrés oxidativo. 
De hecho, el aumento del estrés oxidativo en el tejido adiposo de los sujetos obesos 
podría ser uno de los principales mecanismos implicados en la aparición del SM 
(Ando y Fujita, 2009). Se ha postulado también que la sobreexpresión de TNF-α en 
las ratas Zucker obesas, induce en ellas una activación de la nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH). Como consecuencia de esta activación, se 
produce más cantidad de anión superóxido en las ratas Zucker, lo que se ha 
relacionado con un aumento del estrés oxidativo en estos animales (Galisteo et al., 
2008). Por todo ello, se evaluaron en los animales las concentraciones plasmáticas 
de malonildialdehído (MDA), la capacidad antioxidante del plasma (ORAC) y los 
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de los animales y su grado de protección antioxidante e interpretar los mecanismos 
implicados en las acciones de los hidrolizados de clara de huevo estudiados.  
 
La determinación de los niveles de MDA permite medir el grado de 
peroxidación lipídica. Los radicales libres atacan a los ácidos grasos poliinsaturados 
de las membranas celulares y de las lipoproteínas transformándolos en ácidos 
grasos peroxidados, y estos ácidos grasos peroxidados sufren un acortamiento de su 
cadena lateral liberando MDA. Así pues, la concentración sérica de MDA es 
proporcional a la cantidad de ácidos grasos poliinsaturados oxidados.  
 
Como muestra la figura 36, las ratas Zucker obesas que bebieron agua 
presentaron un aumento significativo en los niveles plasmáticos de MDA respecto a 
las ratas Zucker delgadas. El consumo del hidrolizado de clara de huevo con pepsina 
disminuyó significativamente los valores de MDA en los animales obesos. Sin 
embargo, las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado con aminopeptidasa, 
presentaron un aumento significativo de los niveles de MDA plasmático respecto a 
las que bebieron agua (Figura 36). Estos datos indican que el grado de peroxidación 
lipídica es mayor en los animales obesos que en los delgados, y que el aumento de 
los niveles de MDA, podría reducirse con el consumo del hidrolizado de clara de 
huevo con pepsina. También se observó una reducción en los niveles de MDA en 
otro estudio llevado a cabo por nuestro grupo de investigación, tras la 
administración de un hidrolizado de clara de huevo con pepsina a SHR (Manso et al., 
2008). El consumo de otros hidrolizados proteicos ocasionó también una 
disminución en los niveles de peroxidación lipídica en otros modelos 
experimentales (Zhu et al., 2010; Liu et al., 2011; Xue et al., 2012). Una reducción en 
los niveles plasmáticos de MDA también se ha observado en ratas Zucker tras la 
administración de dietas suplementadas con diferentes componentes alimentarios 
















Figura 36.  Concentración plasmática de malonildialdehído (MDA) de los diferentes grupos de 
animales al finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de 
bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker 
delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas 
que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas 
Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con 
aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se 
utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia 
para valores de P < 0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, 
#P <0.05 ratas Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas que recibieron los 
hidrolizados. 
 
Como bien sabemos, las especies reactivas de oxígeno, que se generan en la 
mitocondria como parte del metabolismo celular y que también provienen de 
distintos contaminantes ambientales, son altamente reactivas y, si no se 
neutralizan, dañan o destruyen en milisegundos distintos componentes celulares 
tales como la membrana celular, los ácidos nucleicos y las proteínas. En el 
organismo existen distintos sistemas antioxidantes que ayudan a mantener un 
estado de equilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes. La capacidad 
antioxidante total del plasma puede medirse con distintas técnicas. Una de ellas, 
muy utilizada por diversos investigadores y también por nuestro grupo de 
investigación, es el ensayo fluorimétrico que determina la capacidad del plasma 
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el plasma de las ratas Zucker delgadas y en de las ratas Zucker obesas que bebieron 
agua (Figura 37). Sin embargo, las ratas Zucker obesas que recibieron los 
hidrolizados de clara de huevo experimentaron un aumento en la capacidad 
antioxidante plasmática, siendo este aumento significativo sólo en el grupo de las 
ratas Zucker obesas que ingirieron el hidrolizado de clara de huevo con 
aminopeptidasa (Figura 37), lo que sugiere la existencia de un mecanismo 
antioxidante compensatorio al aumento de los niveles de peroxidacion lipídica 
observados en este grupo de animales (Figura 36). Estos resultados son acordes, 
además, con los obtenidos in vitro, donde el hidrolizado con aminopeptidasa 
presentó la actividad antioxidante más elevada de todos los hidrolizados 
desarrollados. El consumo de otros hidrolizados de proteínas también ha 
ocasionado un aumento de los sistemas antioxidantes, como la superóxido 
dismutasa o la glutatión peroxidasa (Zhu et al., 2010), y también de la catalasa, 
produciendo un aumento de la capacidad antioxidante total (Liu et al., 2011). Esta 
mejora de la capacidad antioxidante también se observó tras la administración 




























Figura 37. Actividad antioxidante plasmática medida a través de los radicales libres de oxígeno de los 
grupos de animales al finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el 
agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas 
Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker 
obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) 
ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con 
aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se 
utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia 
para valores de P < 0.05. #P <0.05 ratas Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas que 
recibieron los hidrolizados. ORAC (Oxigen-Radical Absorbance Capacity). 
 
El glutatión es una pequeña molécula compuesta por tres aminoácidos 
(ácido glutámico, glicina y cisteína), que funciona como un agente reductor no 
enzimático. Esta proteína está controlada homeostáticamente tanto fuera como 
dentro de la célula, de forma que se utiliza y regenera para mantener niveles 
adecuados disponibles en todo momento. Puede considerarse el principal 
antioxidante intracelular, y su déficit puede implicar la muerte celular. Existe en dos 
formas: la activa o reducida, y la forma oxidada que es inactiva. La forma oxidada 
raramente sobrepasa el 10% de la concentración total de glutatión, y la 
vulnerabilidad celular aumenta cuando los niveles de glutatión reducido 
representan menos del 90% de la concentración total de glutatión. La relación 
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estrés oxidativo, ya que el glutatión reducido es capaz de eliminar especies 
reactivas de oxígeno y otros radicales libres. La producción de glutatión es sobre 
todo importante en el hígado. Allí, esta molécula se utiliza para la conjugación de 
los compuestos tóxicos y permite así que se expulsen del organismo. Desde el 
hígado esta molécula puede exportarse a otras partes, siempre y cuando sus niveles 
sean los adecuados.  
 
La determinación de las concentraciones hepáticas de glutatión en los 
distintos grupos de ratas Zucker, nos pareció que podía resultar útil y que podía 
ayudar a conocer e interpretar los mecanismos implicados en las acciones de los 
hidrolizados estudiados. Las ratas Zucker obesas que bebieron agua presentaron 
una disminución significativa de los niveles de glutatión reducido en el tejido 
hepático respecto a los niveles de esta molécula registrados en los animales 
delgados (Figura 38). Los niveles de glutatión reducido aumentaron 
significativamente en las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara 
de huevo con pepsina con respecto a las ratas Zucker obesas que bebieron agua. Un 
aumento de los niveles de glutatión hepático también pudo observarse en este 
modelo animal tras la administración de distintas fibras alimentarias (Sánchez, 
2008; Belobrajdic et al., 2011). Los niveles de esta molécula no se determinaron en 
el tejido hepático de los animales obesos que recibieron el hidrolizado de clara de 
huevo con aminopeptidasa. Aunque como ya hemos comentado anteriormente 
podría existir un mecanismo antioxidante compensador en estos animales a nivel 
sistémico, a la vista de los resultados obtenidos hasta el momento en este tejido, 
donde no se observó una mejora en la esteatosis, parece poco probable que exista 





















Figura 38. Concentración de glutation reducido en tejido hepático de los grupos de animales al 
finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde 
la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que 
bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 g/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los datos representan los 
valores medios ± ESM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para 
analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 
ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas Zucker obesas  que 
bebieron agua vs ratas Zucker obesas que recibieron los hidrolizados. 
 
La mejora en los niveles de peroxidación lipídica junto con el aumento de los 
sistemas antioxidantes evaluados, sugieren que el hidrolizado de clara de huevo con 
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4.4 EFECTOS DEL CONSUMO DE HIDROLIZADOS DE PROTEÍNAS DE CLARA DE 
HUEVO SOBRE EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN RATAS ZUCKER OBESAS 
 
La acumulación de grasa y las complicaciones metabólicas que se desarrollan 
en el SM se relacionan directamente con la IR (Chentouf et al., 2011). Por ello, 
decidimos evaluar en el plasma de los animales, los niveles de glucosa y la 
concentración de insulina. Con estas dos variables se calcularon, además, los índices 
HOMA-ir, HOMA-β y QUICKI. Llevamos también a cabo un estudio histológico del 
páncreas en todos los grupos de animales. 
 
En lo que respecta a la glucemia, no se observaron diferencias significativas 
entre los grupos de ratas Zucker obesas y ratas Zucker delgadas (Figura 39). Las 
concentraciones plasmáticas de insulina fueron, sin embargo, mayores en las ratas 
Zucker obesas que en las ratas delgadas (Figura 40). Estos datos se corresponden 
con lo descrito para este modelo animal, que desarrolla hiperinsulinemia sin 
presentar niveles plasmáticos de glucosa elevados, y en el que la IR aparece cuando 
las ratas Zucker obesas son jóvenes, aproximadamente a las 7 semanas de vida 
(Kobatake et al., 1989; Oana et al., 2005). Tampoco se observaron cambios en los 
niveles de glucosa en los animales obesos que recibieron los hidrolizados de clara 
de huevo, pero en el grupo de animales que consumieron los hidrolizados sí se 
observó una reducción en la concentración de insulina en plasma, que alcanzó sólo 
diferencias significativas en el grupo de animales obesos que recibieron el 


















Figura 39. Concentración plasmática de glucosa de los grupos de animales al finalizar el estudio. A las 
ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la 
semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas 
Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 
mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una 
dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan 
los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para 
analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 0.05. No se 
encontraron diferencias significativas. 









Figura 40. Concentración plasmática de insulina de los grupos de animales al finalizar el estudio. A 
las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la 
semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas 
Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 
mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una 
dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan 
los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para 
analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 
ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas Zucker obesas que 
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La acumulación de lípidos en el hígado se ha descrito como un posible 
mecanismo asociado con el desarrollo de IR (Noto et al., 2006; Morán-Ramos et al., 
2012). Nuestros resultados demostraron una disminución significativa del grado de 
esteatosis en los animales que consumieron el hidrolizado de clara de huevo con 
pepsina. Por lo tanto, podíamos esperar menores niveles plasmáticos de insulina en 
estos animales, debido a una mejora de la resistencia a esta hormona. En el estudio 
llevado a cabo por Wang et al. (2012), en ratas Zucker diabéticas, el consumo de un 
hidrolizado de lisozima de huevo con alcalasa no produjo, por el contrario, ningún 
cambio significativo en los niveles de insulina plasmáticos. Sin embargo, existen 
distintos estudios con hidrolizados de proteínas alimentarias que también han 
demostrado una mejora significativa en el metabolismo de la glucosa en modelos 
experimentales de SM distintos a las ratas Zucker (Bong et al., 2010; Morato et al., 
2013), y en pacientes con SM (Beaulieu et al., 2010; Zhu et al., 2010). 
Recientemente, Morato et al. (2013) han observado que el consumo de un 
hidrolizado de proteínas de suero lácteo es capaz de modificar el metabolismo de la 
glucosa produciendo un aumento de las reservas de glucógeno en el músculo, 
debido a un incremento en los niveles de GLUT-4, y a la modulación de la 
translocación de este transportador de glucosa a la membrana plasmática para 
mejorar la captación de glucosa en los tejidos. Existen otros componentes 
bioactivos derivados de los alimentos que han demostrado también una mejora de 
la IR que se desarrolla en las ratas Zucker, principalmente compuestos fitoquímicos 
como el resveratrol (Rivera et al., 2009; Gómez-Zorita et al., 2012), la quercetina 
(Rivera et al., 2008), fitoesteroles derivados del arroz (Justo et al., 2013), o fibras 
alimentarias (Galisteo et al., 2010; Sánchez et al., 2011; Belobrajdic et al., 2011). 
 
 Los índices HOMA y QUICKI son modelos matemáticos que se emplean de 
forma habitual en infinidad de estudios como indicadores para valorar las 
situaciones de IR, considerándose muy buenos parámetros predictivos (Pikavance et 
al., 1999; Gertow et al., 2006; Asghar y Lokhandwala, 2006). Las ratas Zucker obesas 
presentaron valores significativamente más altos del índice de resistencia a la 
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insulina (HOMA-ir) (Figura 41A) y de funcionaliad de las células β-pancreáticas 
(HOMA-β) (Figura 41B), así como un valor más bajo del índice de sensibilidad a la 
insulina (QUICKI) (Figura 41C) que las ratas Zucker delgadas. Estos resultados 
resultan lógicos ya que los animales obesos de esta raza muestran IR (Zucker y 
Zucker, 1962). Estos resultados indican que existe además una disfunción de las 
células β-pancreáticas en las ratas Zucker obesas. Las ratas Zucker obesas que 
recibieron los hidrolizados de huevo presentaron valores más bajos de HOMA-ir y 
HOMA-β, así como un valor más alto de QUICKI que las ratas Zucker obesas que 
bebieron agua, observándose diferencias significativas para los tres índices en el 
caso de las ratas Zucker obesas que consumieron el hidrolizado de clara de huevo 
con pepsina. Estos resultados en la mejora de la función pancreática eran 
esperables, teniendo en cuenta que no se observaron diferencias en las 
concentraciones plasmáticas de glucosa y disminuyeron de forma significativa los 
niveles de insulina plasmáticos en este grupo de animales obesos. Al mostrar los 
tejidos menor resistencia a la insulina, pueden captarla mejor y los requerimientos 
de esta hormona disminuyen. Por este motivo, la capacidad secretora de las células 
β-pancreáticas no necesita ser tan alta. Bong et al. (2010), también observaron una 
disminución en el índice HOMA-ir tras la administración de hidrolizados de 
proteínas de maíz a ratas con obesidad inducida por dieta, y también se obtuvieron 
resultados similares en ratas Zucker que consumieron fitoquímicos derivados de la 
planta de arroz (Justo et al., 2013). Más aún, el incremento en el valor del índice 
QUICKI observado en las ratas Zucker obesas que consumieron el hidrolizado de 
pepsina indica que este grupo de animales desarrollan, además, un mecanismo 
compensador para aumentar la sensibilidad a la insulina. La administración de 
péptidos de origen marino a pacientes con DM2 también consiguió demostrar la 
capacidad de estos compuestos para aumentar este índice y, por lo tanto, los 

























Figura 41. Índice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) (A), índice de secreción de insulina en las 
células β-pancreáticas (HOMA-β) (B) e índice cuantitativo de sensibilidad a la insulina (QUICKI) (C) de 
todos los grupos de animales al finalizar el estudio. A las ratas se les administraron diferentes 
productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de vida. Grupos 
experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que 
bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 
de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± 
EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y 
se consideró significativa la diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs 
ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas Zucker obesas que bebieron agua vs ratas 
Zucker obesas que recibieron los hidrolizados. 
 
A la vista de los resultados obtenidos en las concentraciones plasmáticas de 
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histológico del páncreas (Figuras 42 y 43). Al observar las células del páncreas de las 
ratas delgadas al microscopio se vio que no presentaban signos de patología, y 
tampoco se observaron linfocitos T ni B extravasculares. El tamaño medio de los 
islotes y su apariencia fue totalmente normal. Por el contrario, las ratas Zucker 
obesas que bebieron agua presentaron importantes cambios en la morfología de los 
islotes, que presentaban hipertrofia, dando lugar a células mucho más alargadas de 
lo normal, con formas irregulares. Estos cambios en la morfología de los islotes 
pancreáticos de las ratas Zucker obesas ya habían sido previamente descritos y se 
han asociado con daños en la funcionalidad de las células β-pancreáticas. Estas 
alteraciones pueden aparecer incluso en etapas tempranas de la vida de estos 
animales (Augstein y Salzsieder, 2009; Jones et al., 2010). La hipertrofia en las 
células del páncreas también se observó en las ratas Zucker obesas que recibieron 
los diferentes hidrolizados. El tamaño medio de los islotes que presentaron las ratas 
delgadas fue normal (23.5 X 103 µm2), pero este tamaño se duplicó, 
aproximadamente, en los islotes de las ratas Zucker obesas que bebieron agua y las 
que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina. El tamaño de los islotes 
llegó incluso a triplicarse en el caso de las ratas obesas que consumieron el 
hidrolizado de clara de huevo con aminopeptidasa (Figura 42 y 43). Los resultados 
obtenidos en este último grupo de animales confirman una vez más que el consumo 
de este hidrolizado no mejora, e incluso en ocasiones agrava, algunas de las 
















Figura 42. Imágenes tomadas en el microscopio óptico (objetivo 40x) de cortes de páncreas teñidos 
con hematoxilina–eosina de diferentes grupos de ratas al finalizar el estudio. A las ratas se les 
administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 hasta la semana 20 de 
vida. Grupos experimentales: (A) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, (B) ratas Zucker obesas 
que bebieron agua, (C) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, (D) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 


























Figura 43.  Tamaño medio de los islotes pancreáticos de los diferentes grupos de ratas al finalizar el 
estudio. A las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 
8 hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, 
( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 
750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos 
representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de 
Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.01. *P <0.01 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.01 ratas 
Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas que recibieron los hidrolizados. 
 
Se ha descrito que los pacientes con SM pueden tener también un mayor 
riesgo de sufrir enfermedades microvasculares y neuropatía periférica (Oltman et 
al., 2008). La neuropatía periférica se considera un trastorno multifactorial cuya 
etiología no es del todo conocida. Algunos autores la describen como una 
enfermedad vascular que ocasiona una isquemia en el nervio, alterando en 
consecuencia la función del mismo (Cameron et al., 1991; Cameron et al., 1994). Su 
aparición se ha relacionado también con la activación de cascadas inflamatorias en 
el sistema nervioso central y periférico (Uceyler  et al., 2007; Iannitti et al., 2012). 
Otros investigadores han propuesto que esta enfermedad es causada por un 
aumento en el flujo de glucosa a través de la vía de la aldosa reductasa, lo que 
provoca un defecto en la actividad de la ATPasa Na+/K+ que altera la señal de 
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2011). La neuropatía periférica se desarrolla en sujetos con prediabetes y SM,  
incluso antes de desarrollar hiperglucemia (Lupachyk et al., 2012). En la actualidad, 
el tratamiento farmacológico desarrollado para tratar esta dolencia tiene limitada 
efectividad, además de bastantes complicaciones, efectos secundarios y 
dependencia (Vorobeychik et al., 2011; Tesfaye  et al., 2011).  
La posible presencia de neuropatía periférica se evaluó utilizando el test de 
los filamentos de Von Frey una semana antes de finalizar el estudio. Como ilustra la 
figura 44, las ratas Zucker obesas presentaron un umbral de sensibilidad mecánica 
significativamente menor que las ratas delgadas, hecho que se asocia con la 
presencia de alodinia táctil. Se ha descrito que las ratas Zucker obesas desarrollan 
disfunción microvascular y neuronal independientemente de la hiperglucemia 
(Oltman et al., 2008). Este modelo exhibe, de hecho, un déficit en la conducción 
nerviosa, una pequeña disfunción sensorial de la fibra nerviosa y anormalidades 
bioquímicas en los nervios periféricos, la médula espinal y el “vasa nervorum” 
(Oltman et al., 2006; Obrosova et al., 2007; Oltman et al., 2008; Lupachyk et al., 
2012), por lo que este modelo se considera muy adecuado para investigar la 
contribución de la neuropatía periférica en situaciones de prediabetes, como la que 
se observa en los animales de nuestro estudio.  
Otros investigadores han propuesto que la neuropatía diabética se relaciona 
con el aumento del estrés oxidativo que se produce en ratas Zucker (Lupachyk et al., 
2012). Este incremento del estrés oxidativo puede producir un daño microvascular y 
ocasionar una disfunción en el mismo en ratas Zucker obesas de 20 semanas de vida 
(Coppey et al., 2000; Coppey et al., 2001a; Coppey et al., 2001b; Oltman et al., 
2008). Recientemente se ha relacionado también la presencia de neuropatía con 
una activación de rutas pro-inflamatorias, en ratas Zucker (Iannitti et al., 2012) ratas 
Zucker diabéticas (Galloway y Chattopadhyay, 2013) y en pacientes diabéticos 
(Uceyler et al., 2007). En esta Tesis Doctoral las ratas Zucker obesas que recibieron 
los hidrolizados de clara de huevo presentaron un aumento significativo del umbral 
de sensibilidad mecánica en comparación con las ratas Zucker obesas que bebieron 
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agua (Figura 44). Estos resultados podrían relacionarse con la mejora en la IR y en el 
estrés oxidativo observada en los animales que consumieron los hidrolizados de 
clara de huevo. Especialmente en el grupo de ratas Zucker tratadas con el 
hidrolizado de clara de huevo con pepsina, que mostraron una disminución 
significativa en los niveles de insulina y MDA, un aumento de los sistemas 
antioxidantes y una disminución del estado inflamatorio, con unos niveles de TNF- α 
en plasma inferiores a los de los animales obesos que bebieron agua. Existen muy 
pocos estudios que evalúen la neuropatía periférica tras la administración de 
componentes alimentarios (Lupachyk et al., 2012), pero sí existen algunos trabajos 
en los que se evalúa la actividad antinociceptiva y se ha visto que ésta aumenta tras 
el consumo de ciertos compuestos (Takeuchi et al., 2003; Yamaguchi et al., 2009; 












Figura 44. Umbral de sensibilidad mecánica obtenido en los grupos de animales a las 18 semanas de 
vida. A las ratas se les administraron diferentes productos en el agua de bebida desde la semana 8 
hasta la semana 20 de vida. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, 
( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 
750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 mg/kg/día de de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos 
representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 9 animales. Se utilizó el test de la t de 
Student para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P < 
0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas 
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4.5 EFECTOS DEL CONSUMO DE HIDROLIZADOS DE PROTEÍNAS DE CLARA DE 
HUEVO SOBRE EL SISTEMA CARDIOVASCULAR EN RATAS ZUCKER OBESAS 
 
La relación entre los distintos componentes del SM (obesidad, dislipemia, IR, 
etc) y las enfermedades cardiovasculares es ampliamente conocida y estudiada 
(Mancia et al., 2007; Wassink et al., 2007), y la HTA se considera unos de los 
principales factores de riesgo para el desarrollo de las enfermedades 
cardiovasculares (Maraj et al., 2013). Por todo ello,  en la presente Tesis Doctoral, 
nos propusimos determinar el efecto de los diferentes hidrolizados de clara de 
huevo sobre la presión arterial, la función cardiaca y la función vascular de las ratas 
Zucker, ya que estas variables pueden aparecer también alteradas en los pacientes 
con SM. 
 
En nuestro estudio, el grupo de ratas Zucker obesas mostró valores de PAS 
significativamente mayores que los de las ratas Zucker delgadas (Figura 45). Sin 
embargo, no se observaron diferencias significativas en los valores de  presión 
arterial diastólica (PAD), presión arterial media (PAM) o frecuencia cardiaca (Fc) 
entre las ratas Zucker delgadas y las ratas Zucker obesas. El consumo de los 
hidrolizados de clara de huevo no ocasionó ningún cambio en los niveles de PAS, 
PAD y Fc de las ratas Zucker obesas (Figura 45). 
 




Figura 45. Representación de los parámetros de presión arterial basal (10 minutos después de la 
canulación de la carótida) de los distintos grupos de ratas. A) presión arterial sistólica (PAS), B) 
presión arterial diastólica (PAD), C) presión arterial media (PAM) y D) frecuencia cardiaca (Fc). 
Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que 
bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 
de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± EEM 
para un mínimo de 8 animales. Se utilizó una t de Student para analizar los resultados, y se consideró 
significativa la diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker 
obesas que bebieron agua.  
 
En la actualidad, la edad de aparición de HTA en las ratas Zucker obesas no 
está bien definida y se ha discutido ampliamente si estas ratas pueden, en realidad, 
considerarse hipertensas o no. Los valores de presión arterial obtenidos en nuestro 
estudio son similares a los publicados en otros estudios en los que también se 
encuentran diferencias significativas entre los valores de presión arterial de las ratas 
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(Zemel et al., 1992; Alonso-Galicia et al., 1996; Nishimatsu et al., 2005; Oltman et 
al., 2006; Belobrajdic et al., 2011). Sin embargo, otros estudios retrasan su aparición 
hasta, aproximadamente, las 24 semanas de vida (Wu et al., 1996; Yuen et al., 1996; 
Arvola et al., 1999; He y MacLeod, 2002). Estas discrepancias pueden, al menos en 
parte, deberse a diferencias metodológicas entre los distintos estudios. 
Principalmente, pueden influir las técnicas de medida, y/o la edad y/o sexo de los 
animales estudiados (Alonso-Galicia et al., 1996). Los estudios llevados a cabo 
sugieren que cuando se utilizan técnicas de medida indirecta para registrar los 
valores de presión arterial no se detectan diferencias significativas entre las ratas 
Zucker obesas y las ratas Zucker delgadas (Levin et al., 1984; O´Donell et al., 1985; 
Mahle et al., 1986; Barringer y Bunag, 1989). Sin embargo, cuando se utiliza la 
medida de presión directa, tanto en ratas anestesiadas como conscientes, los datos 
indican que las ratas Zucker obesas tienen valores de presión arterial superiores a 
los de las ratas Zucker delgadas (Wickler et al., 1982; Boese et al., 1986; Kasiske et 
al., 1985; Kurtz et al., 1989; Zemel et al., 1990), hecho que también observamos en 
nuestro estudio. Kurtz et al. (1989) señalaron que las ratas Zucker obesas podrían 
considerarse pre-hipertensas cuando son jóvenes, e hipertensas a partir de las 25-
30 semanas de vida. Sin embargo, es importante comprender que la utilización de 
las ratas Zucker obesas a partir de las 30 semanas de vida es complicada. A esa edad 
la obesidad está muy desarrollada en los animales y su salud empieza a 
deteriorarse. Los estudios con animales de edad avanzada pueden además resultar 
costosos y, desde el punto de vista técnico, no es fácil el manejo de ratas Zucker de 
30 semanas de vida.  
 
La ingesta de los hidrolizados de clara de huevo no ocasionó ninguna 
modificación en los parámetros de presión arterial en las ratas Zucker obesas 
(Figura 45), a pesar de que éstos habían mostrado una importante actividad 
inhibidora de la ECA in vitro, correspondiente a valores de IC50 de 50 y 150 µg/ml, 
en el caso del hidrolizado con pepsina (Tabla 17) y aminopeptidasa (Tabla 14). Como 
ya se ha indicado, varios estudios sobre hidrolizados de proteínas alimentarias 
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(Contreras et al., 2009; Correa et al., 2011; Martínez-Maqueda et al., 2012; 
Fernández-Musoles et al., 2013), entre las que se encuentran proteínas derivadas 
de la clara de huevo (Miguel et al., 2005; Miguel et al., 2007b), han señalado efectos 
antihipertensivos en modelos animales de hipertensión. Hay sin embargo que tener 
en cuenta que la mayoría de estos estudios en los que se evalúa el efecto 
antihipertensivo de péptidos de origen alimentario se han realizado en modelos 
experimentales de HTA, principalmente en ratas SHR (Miguel et al., 2007a; Ruiz-
Giménez et al., 2012; Ioune et al., 2013). Más concretamente, nuestro grupo de 
investigación ya había demostrado en estudios previos el efecto antihipertensivo de 
un hidrolizado de proteínas de la clara de huevo con pepsina en ratas 
espontáneamente hipertensas. Este hidrolizado no modificó sin embargo los niveles 
de presión arterial en las ratas Wistar-Kyoto, que son el control normotenso de las 
ratas hipertensas (Miguel et al., 2005). Por ello, no nos resultó sorprendente que los 
hidrolizados no produjeran modificación alguna sobre los parámetros de presión 
arterial en las ratas Zucker obesas, ya que a las 20 semanas, aunque estos animales 
muestran valores de PAS más elevados que sus controles, no alcanzaban valores de 
presión arterial muy altos, sobre todo en la PAD, propios de la condición de 
hipertensión. Estos datos podrían avalar la seguridad del consumo de estos 
productos en sujetos normotensos, ya que su efecto antihipertensivo requieriría un 
claro desarrollo de hipertensión. Otros componentes alimentarios han podido 
demostrar efecto antihipertensivo en el modelo de ratas Zucker, aunque en estos 
estudios los animales superaban las 25 semanas de vida (Galisteo et al., 2005; 
Rivera et al., 2008).  
 
Cuando evaluamos los parámetros de función cardiaca (función ventricular 
izquierda y presión de perfusión en coronarias) no se observaron diferencias 
significativas en la presión desarrollada por el ventrículo izquierdo (PDVI), en la 
presión diastólica final (PDF) o en la presión de perfusión de las coronarias (PPC) 
entre el grupo de ratas Zucker delgadas y el grupo de ratas Zucker obesas. Sin 
embargo, la Fc fue significativamente menor en las ratas Zucker obesas que en sus 
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controles delgados (Figura 46). Así, ni la función ventricular izquierda, ni el flujo 
coronario parecen estar alterados en los animales obesos respecto a los delgados. 
Sin embargo, el hecho de observar una ligera bradicardia en los animales obesos 
podría sugerir que estamos en una fase inicial de disfunción autonómica cardiaca en 
los animales, ya que se sabe que el ritmo cardíaco refleja la actividad del sistema 
nervioso autónomo (Brito Díaz et al., 2013). Esta actividad se aprecia mucho mejor 
en la preparación de corazón aislado donde se evalúa de forma indirecta el ritmo 
sinusal (Figura 46D) que en la medida de presión directa (Figura 45D), donde otros 
sistemas compensadores podrían contrarrestar la alteración autonómica cardiaca.   
 
El consumo durante 12 semanas de los diferentes hidrolizados de clara de 
huevo tampoco modificó ninguna de estas de estas variables (PDVI, PDF o PPC). Sin 
embargo, el grupo de ratas Zucker que consumió el hidrolizado de clara de huevo 
con aminopeptidasa mostró un aumento significativo en la Fc respecto a los 
animales obesos que bebieron agua (Figura 46). Estos datos sugieren que el 
consumo de los hidrolizados no afecta a la función cardíaca, salvo el hidrolizado de 
clara de huevo con aminopeptidasa que es capaz de aumentar los valores más bajos 
de Fc observados en los animales obesos, lo que podría sugerir una corrección en la 
disfunción autonómica cardiaca. Existe algún estudio en el que también se ha 
descrito que las ratas Zucker obesas tienen los niveles de Fc más bajos (Alonso-
Galicia et al., 1996). Sin embargo, este dato contrasta con lo observado en perros 
obesos y humanos obesos, en los que la Fc así como la presión arterial aumentan de 
forma significativa cuando se comparan estos valores con los de sus controles 









Figura 46. Representación de los parámetros de función cardiaca basal (tras 20 minutos de 
estabilización) de los distintos grupos de ratas. A) presión diastólica del ventrículo izquierdo (PDVI), 
B) presión diastólica final (PDF), C) presión parcial de la coronarias (PPC) y D) frecuencia cardiaca 
(Fc). Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas 
que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de 
huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día 
de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± EEM 
para un mínimo de 8 animales. Se utilizó una t de Student para analizar los resultados, y se consideró 
significativa la diferencia para valores de P < 0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker 
obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas 
que recibieron los hidrolizados.  
 
Cuando se analizaron los índices de masa del corazón (IMC) y del ventrículo 
izquierdo (IMVI) en los animales obesos y delgados, se observó que las ratas Zucker 
obesas presentaron valores IMC e IMVI menores que sus correspondientes 
controles delgados (Tabla 21). Hay estudios que establecen que en situaciones de 
obesidad existe un aumento de la apoptosis en los cardiomiocitos, y este hecho 
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respecto a ratas delgadas (Lee et al., 2007b). Lo que sí podemos afirmar con estos 
datos y su relación con nuestros resultados de la función cardiaca es que en nuestro 
modelo experimental a las 20 semanas de vida no tenemos disfunción ventricular 
izquierda. Tampoco se observaron diferencias en los índices de masas entre el 
grupo de ratas obesas que bebieron agua y el que consumió el hidrolizado de clara 
de huevo con pepsina. Sin embargo, el grupo de ratas que ingirió el hidrolizado de 
clara de huevo con aminopeptidasa mostró un aumento significativo del IMC 
respecto al grupo de ratas obesas que bebió agua (Tabla 21). Aunque dentro de este 
estudio no se ha comprobado, es posible que este hidrolizado de clara de huevo con 
aminopeptidasa proteja de la apoptosis mencionada.                                                                                                                          
 
Tabla 21. Índice de masas del corazón (IMC) e índice de masas del ventrículo izquierdo (IMVI) 
obtenidos en las ratas al finalizar el estudio. Los datos representan los valores medios ± EEM para un 
mínimo de 8 animales. Se utilizó el test de la t de Student para analizar los resultados, y se consideró 
significativa la diferencia para valores de P <0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker 
obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas 
que recibieron hidrolizado.  
 








IMC 3.63±0.16 2.72±0.09* 2.78±0.14 3.00±0.09# 
IMVI 2.67±0.03 2.05±0.04* 2.01±0.09 2.09±0.06 
  
Existen varios factores que controlan los niveles de presión arterial en el 
organismo. Los cambios en la reactividad del músculo liso vascular se consideran 
como uno de los posibles mecanismos de acción implicados en la aparición de HTA. 
Se sabe también que el endotelio vascular juega un papel esencial en la regulación 
del flujo sanguíneo y en el mantenimiento del tono vascular mediante la liberación 
de factores vasodilatadores y vasoconstrictores. Ademas, hoy día resulta indudable 
que el estrés oxidativo, ocasionado por el desequilibrio entre la producción y 
neutralización de radicales libres, puede facilitar un aumento en los niveles de 
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presión arterial. Desde hace muchos años se reconoce también la importancia del 
sistema renina-angiotensina en el control de la presión arterial. 
 
Por todo ello, en esta Tesis Doctoral decidimos investigar si alguno de estos 
mecanismos estaba alterado en nuestro modelo experimental, si podrían verse 
modificados con el consumo de los hidrolizados de proteínas de huevo y,  de este 
modo, se mejorarían algunas de las complicaciones cardiovasculares observadas en 
situaciones de SM. Se evaluó por ello, la función contráctil y vasodilatadora de 
arterias de conductancia (aorta) y de resistencia (mesentéricas).  
 
Al finalizar el estudio (cuando las ratas alcanzaron las 20 semanas de vida), 
las curvas de contracción en respuesta a fenilefrina (Phe) en anillos de aorta del 
grupo de ratas Zucker delgadas y del grupo de ratas Zucker obesas resultaron 
similares, no observándose alteraciones en la función contráctil del vaso. Tampoco 
se observaron diferencias significativas en las curvas de contracción entre los 
grupos de ratas obesas que consumieron los hidrolizados de clara de huevo y las 
ratas Zucker obesas que bebieron agua (Figura 47A). La administración de 
acetilcolina (Ach) en los anillos de aorta precontraídos con Phe ocasionó una 
relajación de este tejido que fue dosis dependiente, sin observarse diferencias 
significativas entre la respuesta vasodilatadora del grupo de ratas Zucker delgadas y 
la del grupo de ratas Zucker obesas, ni tampoco una alteración en la función 
vasodilatadora de la aorta en situación de obesidad a las 20 semanas de vida en 
estos animales. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la función 
vasodilatadora de la aorta de las ratas Zucker obesas y la aorta de los grupos de 
ratas obesas que consumieron los hidrolizados de clara de huevo (Figura 47B). En 
resumen, en nuestro estudio no se observaron diferencias en la función contráctil o 
dilatadora de las preparaciones de aorta de los diferentes grupos. Sin embargo, 
otros investigadores han encontrado una mayor respuesta a Ach en la aorta de 
ratas Zucker obesas con 32 semanas de vida (Subramanian y MacLeod, 2003). De 
nuevo, variaciones en la edad de los animales y, por tanto, en la situación 
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Figura 47: Representación de los resultados del estudio de reactividad vascular en aorta de 
diferentes grupos de ratas. A) curvas concentración-respuesta inducidas por fenilefrina, B) curvas 
concentración-respuesta inducidas por acetilcolina. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker 
delgadas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas 
que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas 
Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con 
aminopeptidasa. Los datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 8 animales. Se 
utilizó un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías para analizar los resultados, y se consideró 
significativa la diferencia para valores de P<0.05. No se observaron diferencias significativas.   
 
La respuesta vasoconstrictora inducida por Phe en las arterias mesentéricas 
de resistencia de las ratas Zucker delgadas fue dosis dependiente, y similar a la 
contracción producida por este agonista α-adrenérgico en las arterias mesentéricas 
de resistencia del grupo de ratas Zucker obesas (Figura 48A). En el grupo de ratas 
Zucker obesas que consumió el hidrolizado de clara de huevo con pepsina se 
observó una respuesta vasoconstrictora significativamente menor que en el grupo 
de ratas obesas que bebió agua (Figura 48B). Sin embargo, no se observaron 
diferencias significativas en la respuesta vasoconstrictora entre el grupo de ratas 
A B
ANOVA P>0.05ANOVA P>0.05
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Zucker obesas que consumió el hidrolizado de clara de huevo con aminopeptidasa y 




Figura 48. Curvas concentración-respuesta inducidas por fenilefrina de diferentes grupos de ratas en 
arterias mesentéricas de resistencia. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que 
bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que 
recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos 
representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 8 animales. Se utilizó un análisis de 
varianza (ANOVA) de dos vías para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia 
para valores de P<0.05.  
 
La administración de Ach (1 nM- 10 μM) a segmentos pre-contraídos con 
Phe originó, al igual que en las preparaciones de aorta, una respuesta 
vasodilatadora concentración-dependiente en las arterias mesentéricas de 
ANOVA P>0.05
ANOVA P<0.05 ANOVA P>0.05
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resistencia. La respuesta vasodilatadora fue mayor en arterias mesentéricas de 
resistencia de las ratas Zucker delgadas que en las de las ratas Zucker obesas (Figura 
49A). Las arterias mesentéricas de resistencia de las ratas Zucker obesas tenían, por 
lo tanto, un deterioro en la función de su endotelio. Esto no nos resultó en modo 
alguno extraño, ya que las ratas Zucker de nuestro estudio además de obesidad 
presentaron dislipemia y estas alteraciones se asocian con el desarrollo de 
disfunción endotelial (Wilkinson y Cockcroft, 1998; Frisbee et al., 2005; Villalba et 
al., 2009; Serpillon et al., 2009).  
 
Figura 49. Curvas concentración-respuesta inducidas por acetilcolina de diferentes grupos de ratas 
en arterias mesentéricas de resistencia. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que 
bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron 
una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que 
recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos 
representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 8 animales. Se utilizó un análisis de 
varianza (ANOVA) de dos vías para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia 
para valores de P<0.05.  
ANOVA P<0.05
ANOVA P<0.05 ANOVA P<0.05
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Los resultados de función vascular obtenidos en esta Tesis Doctoral están, en 
parte, en concordancia con los obtenidos por otros autores. Así, Subramanian y 
MacLeod en 2003, tampoco observaron cambios en las respuestas contráctiles a 
noradrenalina o endotelina-1 en la aorta de ratas Zucker obesas,  ni a las 20 ni a las 
32 semanas de vida. Otros investigadores han encontrado una respuesta 
vasoconstrictora reducida en las arterias mesentéricas (Romanko y Stepp, 2005) y 
pulmonares (Moral-Sanz et al., 2011) de resistencia de ratas Zucker obesas pero no 
en las arterias pulmonares de conductancia de estos animales. 
 
Además, nuestros resultados están de acuerdo con los encontrados por 
otros autores en lo que se refiere a las respuestas vasodilatadoras, tanto en arterias 
mesentéricas de resistencia como en arterias de conductancia. Así, Oltman et al. 
(2006) no encontraron disfunción endotelial en la aorta de las ratas Zucker obesas, 
ni  diferencias significativas en la función endotelial de las arterias de resistencia de 
las ratas Zucker obesas en las etapas más tempranas, pero sí encontraron 
disfunción endotelial en los animales correspondientes al intervalo de 28-40 
semanas de vida. La disfunción endotelial se ha descrito también en otros lechos 
vasculares de esta misma cepa de ratas, como arterias peneanas, pero, sin 
embargo, no se ha observado en arterias coronarias (Villalba et al., 2009), tal y 
como también se puede deducir indirectamente de nuestros resultados de la 
función cardiaca, concretamente en los valores de PPC. Esto pone de manifiesto 
que la función vasodilatadora  en las ratas Zucker obesas es dependiente del tejido 
y que los vasos de conductancia, como la aorta, son más resistentes al daño 
endotelial que las arterias de pequeño tamaño, como las coronarias o las arterias 
mesentéricas de resistencia. En conjunto, estos datos también sugieren que la 
disfunción vascular en las ratas Zucker obesas ocurre más temprano en los vasos 
más pequeños y que, por lo tanto, estos vasos pueden ser más susceptibles a las 
complicaciones que se asocian con el SM y, sugieren, además, que los cambios 
                                                                                                    Resultados y Discusión 
163 
 
moderados en las arterias mesentéricas de resistencia son probablemente paralelos 
a los moderados cambios de presión arterial observados en nuestro estudio. 
  
El deterioro en la función vasodilatadora dependiente de endotelio 
observado en las ratas Zucker obesas fue significativamente menor en los animales 
obesos que consumieron hidrolizados de clara de huevo (Figura 49B y 49C). Hay que 
señalar que existen estudios en los que se ha demostrado que los péptidos 
bioactivos derivados de proteínas de huevo pueden tener efectos vasodilatadores 
endotelio dependientes (Miguel et al., 2006; Miguel et al., 2007a; García-Redondo 
et al., 2010), y es importante señalar que algunas de esas secuencias aparecen en 
nuestro hidrolizado de clara de huevo con pepsina (Tabla 18). Recientemente se ha 
demostrado que el consumo de un hidrolizado de lisozima de huevo con alcalasa 
fue capaz de mejorar la disfunción endotelial en la aorta de ratas Zucker diabéticas 
(Wang et al., 2012). La mayoría de los estudios experimentales y clínicos con 
péptidos bioactivos en los que se observa una mejora de la función vasodilatadora 
se han llevado a cabo con proteínas lácteas (Sipola et al., 2002; Ballard et al., 2009; 
Ballard et al., 2013). El consumo de hidrolizados de proteínas de pollo también 
ocasionó una mejora de la función vasodilatadora en ratas Wistar tratadas con L-
NAME (Youzou et al., 2010).  
 
La disfunción endotelial se caracteriza principalmente por una respuesta 
vasodilatadora a Ach reducida debido principalmente a una menor liberación de NO 
o a una menor biodisponibilidad de este metabolito. Varios autores han relacionado 
la disfunción vascular que se produce en las ratas Zucker obesas con un aumento 
del estrés oxidativo, y se ha demostrado un aumento de especies reactivas de 
oxígeno en diferentes lechos vasculares de ratas Zucker obesas, como las coronarias 
(Katakam et al., 2005), las arterias cerebrales (Phillips et al., 2005) y la arteria 
femoral (Frisbee et al., 2002). También se ha descrito que un aumento en la 
producción de anión superóxido produce un daño significativo en la vasodilatación 
mediada por óxido nítrico (NO) tanto en arterias mesentéricas de resistencia como 
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en arterias coronarias (Moral-Sanz et al., 2011). Se ha propuesto que el tratamiento 
con algunos fármacos (IECAs y estatinas) puede mejorar la disfunción vascular y 
neuronal en ratas Zucker obesas, debido a una reducción del estrés oxidativo en el 
tejido vascular de estos animales (Erdös et al., 2006; Shinozaki et al., 2007). En otros 
estudios, la administración de tirón, un compuesto neutralizador de radicales libres 
inespecífico, mejoró significativamente la relajación en respuesta a Ach en esta 
cepa de animales (Oltman et al., 2006). No podemos olvidar que el consumo de 
hidrolizado de clara de huevo, y especialmente el hidrolizado de clara de huevo con 
pepsina, ocasionó una disminución del estrés oxidativo, mecanismo que puede 
estar implicado en la mejora de la función endotelial observada en este grupo de 
animales. 
 
Es importante también señalar que la condición de IR y el aumento de ácidos 
grasos libres circulantes producen efectos negativos en la pared vascular. En esta 
situación se dispara el fenómeno de apoptosis en las células endoteliales y se 
produce un daño en la vasodilatación dependiente de endotelio (Schaefer et al., 
2005; Hufnagel et al., 2005), debido a un daño en la vía de producción de NO o en 
su biodisponibilidad (Shankar y Steingberg, 2005). Como ya se ha comentado el 
consumo de hidrolizado de clara de huevo con pepsina fue capaz de disminuir los 
niveles de insulina y de ácidos grasos libres en el plasma, lo que puede estar 
favoreciendo una mejora de la función vascular en estos animales. 
 
El NO producido por el endotelio participa en la modulación del tono arterial 
produciendo vasodilatación y contrarrestando la vasoconstricción provocada por 
agonistas contráctiles como se evidencia por la potenciación de la respuesta 
contráctil inducida por bloqueantes de la síntesis de NO. Así, en arterias de 
conductancia, la inhibición de la óxido nítrico sintasa (NOS) potencia las respuestas 
vasoconstrictoras a serotonina (Budzyn et al., 2008) y Phe (Rossoni et al., 2002; 
Alvarez de Sotomayor et al., 2008). Del mismo modo, en arterias de resistencia el 
bloqueo de la producción de NO genera aumento de las respuestas 
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vasoconstrictoras (Briones et al., 2000; Wiggers et al., 2008). Además, existen 
estudios en los que se ha demostrado que la disfunción endotelial en arterias 
cerebrales y coronarias de ratas Zucker obesas está mediada por NO (Erdös et al., 
2004a; Erdös et al., 2004b).  
 
Por ello, estudiamos el papel del NO en la respuesta contráctil inducida por 
Phe y en la respuesta vasodilatadora inducida por Ach en segmentos de arterias 
mesentéricas de resistencia. Las curvas de contracción y relajación se llevaron a 
cabo en presencia o ausencia de un inhibidor de la síntesis de NO (L-NAME). La 
contracción inducida por Phe en las arterias de ratas Zucker delgadas y obesas 
incubadas con L-NAME (100 μM) fue mayor que la contracción inducida en las 
arterias a las que no se administró el inhibidor. Estos resultados indican que existe 
una modulación por NO sobre la contracción producida por la Phe en ratas Zucker 
delgadas y obesas (Figura 50A, B, C y D). Para comparar el efecto del L-NAME en las 
respuestas a Phe y Ach en las preparaciones de los diferentes grupos de animales, 
se calculó la diferencia del área bajo la curva (dABC), y los resultados se expresaron 
como el porcentaje de dABC (Figura 50E y 51E). Los datos obtenidos cuando se 
calculó el porcentaje de dABC muestran una mayor participación de NO en la 
contracción de las ratas Zucker delgadas. Como ya comentamos con anterioridad, 
no se obtuvieron diferencias en las curvas de contracción entre los animales 
delgados y los obesos en las arterias mesentéricas de resistencia, lo que significa 
que debe existir un mecanismo compensatorio que, en definitiva, iguala las 
respuestas contráctiles en estos animales. Es importante recordar, sin embargo, 
que las ratas Zucker obesas que recibieron hidrolizado de clara de huevo con 
pepsina tenían disminuída la contracción a Phe y, como muestran las figuras 50C y 
E, este efecto está parcialmente inhibido en presencia de L-NAME, mostrando 
además valores de dABC superiores a los de las ratas Zucker obesas que bebieron 
agua.  
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De la misma forma la relajación a Ach mejoró en los animales obesos que 
consumieron los hidrolizados. Esta relajación fue significativamente menor cuando 
las preparaciones se incubaron con el inhibidor de la síntesis de NO (Figura 51A, B, C 
y D). El cálculo de dABC muestra también una mayor participación del NO en las 
respuestas vasodilatadoras de las ratas Zucker delgadas respecto a las obesas, y que 
el consumo de los hidrolizados de clara de huevo aumentó de forma significativa la 
participación de NO en la respuesta vasodilatadora (Figura 51E). Estos resultados 
sugieren una mayor participación de NO en las respuestas contráctiles y 








Figura 50. Curvas concentración-respuesta inducidas por fenilefrina en arterias mesentéricas de 
resistencia en presencia (línea normal) o ausencia (línea punteada) de L-NAME de diferentes grupos 
de ratas. A) ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, B) ( ) ratas Zucker obesas que bebieron 
agua, C) ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo 
hidrolizada con pepsina, D) ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de 
clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa y E) los resultados se expresaron como el porcentaje 
de la diferencia del área bajo la curva (dABC). Los datos representan los valores medios ± EEM para 
un mínimo de 8 animales. Se utilizó una t de Student para analizar los resultados, y se consideró 
significativa la diferencia para valores de P <0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker 
obesas que bebieron agua, #P <0.05 ratas Zucker obesas que bebieron agua vs ratas Zucker obesas 
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Figura 51. Curvas concentración respuesta de acetilcolina en arterias mesentéricas de resistencia en 
presencia (línea normal) o ausencia (línea punteada) de L-NAME de diferentes grupos de ratas. A) 
( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, B) ( ) ratas Zucker obesas que bebieron agua, C) ( ) 
ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con 
pepsina, D) ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo 
hidrolizada con aminopeptidasa y E) los resultados se expresaron como la diferencia del área bajo la 
curva (dABC). Los datos representan los valores medios ± EEM para un mínimo de 8 animales. Se 
utilizó un ANOVA de dos vías para analizar los resultados, y se consideró significativa la diferencia 
para valores de P <0.05. *P <0.05 ratas Zucker delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua, 
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La ECA es una enzima multifactorial, que está localizada en diferentes tejidos 
y es capaz de regular varios sistemas importantes para el control de la presión 
arterial. Es responsable de la formación del agente vasopresor angiotensina II y de 
la inactivación del agente vasodilatador bradiquinina. La actividad de esta enzima 
puede aumentar en patologías como la HTA, la obesidad y la DM2. La inhibición de 
ECA puede, por lo tanto, facilitar el control de la HTA y de otras patologías entre las 
que se incluyen el SM. De hecho, los inhibidores de la ECA son un tratamiento de 
primera elección en pacientes que padecen SM. En la presente Tesis Doctoral, nos 
propusimos evaluar la posibilidad de que la ingesta de hidrolizados de clara de 
huevo pudiese disminuir la actividad de la ECA, impidiendo así la formación de 
angiotensina II, que es además una de las principales fuentes de anión superóxido a 
nivel vascular.  
 
Algunos estudios han sugerido que los niveles elevados de presión arterial 
en ratas Zucker obesas dependen, en parte, de angiotensina II, y también se ha 
descrito que las respuestas vasculares a angiotensina II están aumentadas en estos 
animales (Zemel et al., 1992; Harker et al., 1993). Sin embargo, también se sabe que 
los niveles de actividad de renina están disminuidos en los animales obesos (Alonso-
Galicia et al., 1996) y, por lo tanto, no parece que la activación del sistema renina 
angiotensina esté implicada en el aumento de presión arterial que acontece en 
estos animales. De hecho, se ha investigado si los niveles de expresión de los 
receptores de angiotensina II tipo I son diferentes entre ratas Zucker obesas y ratas 
Zucker delgadas, pero no se encontraron diferencias significativas, y se postuló que 
la hipercontractilidad en respuesta a angiotensina II observada en las ratas Zucker 
obesas podría estar influida por la localización de los receptores de angiotensina II 
tipo I (Nishimatsu et al., 2005).  
 
Por otro lado, la mayoría de los péptidos antihipertensivos derivados de 
proteínas alimentarias basan su actividad en una posible inhibición de la ECA in 
vitro. Sin embargo, son muy pocos los estudios llevados a cabo para investigar la 
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inhibición de la ECA in vivo. Nuestro grupo de investigación demostró que la 
inhibición de la actividad de la ECA en aorta y riñones podría ser responsable del 
efecto antihipertensivo observado en ratas SHR tras la administración de un 
hidrolizado de proteínas de huevo con pepsina (Miguel et al., 2007b). Otros autores 
también han conseguido relacionar el efecto antihipertensivo de un hidrolizado de 
proteínas de sardina con la inhibición de la ECA en distintos tejidos, como aorta, 
riñón y arterias mesentéricas (Otani et al., 2009). Es importante resaltar que la 
mayoría de los estudios con hidrolizados y péptidos derivados de proteínas 
alimentarias en los que se evalúa la posible inhibición de la ECA in vitro o in vivo se 
han llevado a cabo mayoritariamente en modelos experimentales en los cuales el 
desarrollo de HTA se relaciona de forma más directa con la activación de la ECA. 
 
En esta Tesis Doctoral la actividad de la ECA en el plasma de las ratas Zucker 
delgadas fue significativamente superior a la actividad de la ECA observada en el 
grupo de ratas Zucker obesas. La actividad de esta enzima en el plasma de los 
animales obesos que consumieron los hidrolizados de clara de huevo fue similar en 
las ratas Zucker obesas que bebieron agua (Figura 52). Estos datos sugieren que 
éste no es un mecanismo implicado en las alteraciones cardiovasculares observadas 



























Figura 52. Actividad plasmática de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) de diferentes 
grupos de ratas. Grupos experimentales: ( ) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, ( ) ratas 
Zucker obesas que bebieron agua, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 
mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, ( ) ratas Zucker obesas que recibieron una 
dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con aminopeptidasa. Los datos representan los 
valores medios ± EEM para un mínimo de 8 animales. Se utilizó una t de Student para analizar los 
resultados, y se consideró significativa la diferencia para valores de P <0.05. *P <0.05 ratas Zucker 
delgadas vs ratas Zucker obesas que bebieron agua.  
 
Es sobradamente conocido que las patologías renales están estrechamente 
relacionadas con el desarrollo de enfermedad cardiovascular y en concreto con el 
desarrollo de hipertensión arterial. Teniendo en cuenta que las ratas Zucker obesas 
presentan daño renal (Maggio y  Greenwood, 1982), y que éste podría estar 
relacionado con el aumento de presión arterial y la disfunción vascular observada 
en las ratas Zucker obesas, decidimos llevar a cabo un estudio histológico de este 
tejido y averiguar si el consumo de los hidrolizados producía algún efecto a este 
nivel.  
 
La histología renal de las ratas Zucker delgadas mostró una apariencia 
normal. Sin embargo, los animales obesos presentaron túbulos contorneados 
dilatados y muy vacuolarizados, aunque no existía una especial infiltración 
linfocitaria. No se apreció variación tras el consumo de los hidrolizados de clara de 
huevo (Figura 53). Estos resultados coinciden con lo descrito en la bibliografía en 
*
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cuanto a la apariencia de los riñones de ratas Zucker. Algunos investigadores han 
señalado que las ratas Zucker obesas desarrollan, a partir de las 12 semanas de 
vida, alteraciones estructurales severas en los riñones que provocan un daño renal 
manifiesto, aproximadamente, a las 36 semanas de vida (Zucker y Zucker, 1967; 
Kasiske et al., 1985; Lavaud et al., 1996; Lavaud et al., 2001; Michel et al., 1997; 
Poirier et al., 2000). Se ha demostrado además que esas alteraciones se inician en 
ausencia de HTA, DM2 e inflamación (Lavaud et al., 2001) y que están producidas 
por un aumento del estrés oxidativo en este tejido (Poirier et al., 2000; Poirier et al., 
2001). Según otros estudios, la progresión de las alteraciones cardiacas guarda 
relación con el deterioro de la función renal (Huting, 1993; Foley et al., 1998). Sin 
embargo, Conti et al. en 2004, se sorprendieron porque, a pesar de este drástico 
fallo renal a las 36 semanas de vida no encontraron alteraciones cardiacas en este 
modelo experimental. Estos resultados concuerdan con los observados en nuestro 
estudio donde, a pesar encontrar diferencias en los riñones entre los animales 
delgados y los animales obesos, no hemos observado alteraciones en la función 








Figura 53. Imágenes tomadas en el microscopio óptico (objetivo 40x) de cortes de riñón teñidos con 
hematoxilina-eosina de diferentes grupos de ratas. Grupos experimentales: (A) Ratas Zucker 
delgadas que bebieron agua, (B) ratas Zucker obesas que bebieron agua, (C) ratas Zucker obesas que 
recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con pepsina, (D) ratas Zucker 
obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/día de clara de huevo hidrolizada con 
aminopeptidasa.  
 
  Gracias a los estudios que hemos presentado en esta Tesis Doctoral, ha sido 
posible el inicio de un ensayo clínico en colaboración con el Hospital Central de la 
Defensa, que en estos momentos se está llevando a cabo, y que nos permitirá 
comprobar la eficacia y seguridad de los hidrolizados de clara huevo en las 
complicaciones más frecuentes que aparecen en los pacientes con SM. Además, 
hemos iniciado una colaboración con el prestigioso Chef Mario Sandoval, con el que 
estamos investigando la aplicación de los hidrolizados de huevo en la alta cocina, 































Los resultados de esta Tesis Doctoral nos han llevado a las siguientes 
conclusiones:  
 
1. De los hidrolizados enzimáticos de clara de huevo ensayados in vitro, los que 
aunaron en mayor medida actividades biológicas de interés para la 
prevención y/o el tratamiento del síndrome metabólico, como las 
actividades inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina, 
antioxidante e hipocolesterolémica,  fueron el hidrolizado con pepsina 
durante 8 horas y el hidrolizado con aminopeptidasa durante 24 horas, que 
se seleccionaron para los ensayos in vivo posteriores en ratas Zucker obesas.  
 
2. El peso corporal fue inferior en los animales que recibieron los hidrolizados 
de proteínas de clara de huevo durante las 4 primeras semanas del estudio. 
El peso del tejido adiposo epididimal fue significativamente inferior en los 
animales que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina que en 
los animales obesos que bebieron únicamente agua. 
 
3. El consumo del hidrolizado de clara de huevo con pepsina redujo 
significativamente la esteatosis hepática y los niveles plasmáticos de ácidos 
grasos libres en las ratas Zucker obesas.  
 
4. La administración del hidrolizado de clara de huevo con pepsina disminuyó 
el estado pro-inflamatorio de los animales obesos, mostrando niveles 
plasmáticos del factor de necrosis tumoral alfa significativamente más bajos. 
Ambos hidrolizados aumentaron, sin embargo, los niveles plasmáticos de 
adiponectina, probablemente en respuesta a una mejora en la resistencia a 
esta adipocitoquina que desarrolla este modelo animal.  
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5. Las ratas Zucker que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina 
mostraron una mejora considerable del estrés oxidativo, puesto que se 
consiguió disminuir de forma significativa los niveles de peroxidación lipídica 
y aumentar los niveles de glutatión reducido en el hígado. Por el contrario, 
en los animales obesos que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con 
aminopeptidasa se observaron mayores concentraciones plasmáticas de 
malondialdehído, pero también un aumento en la capacidad antioxidante 
del plasma como mecanismo compensatorio. 
 
6. El consumo del hidrolizado de clara de huevo con pepsina disminuyó 
significativamente los niveles de insulina en el plasma y causó, además, una 
clara mejora de los índices de resistencia a la insulina (HOMA-ir), de 
funcionalidad de las células β-pancreáticas (HOMA-β) y de sensibilidad a la 
insulina (QUICKI) en los animales obesos. Asimismo, estos animales 
presentaron un aumento significativo del umbral de sensibilidad mecánica, 
lo que se relaciona con un menor desarrollo de neuropatía periférica. 
 
7. La administración continuada del  hidrolizado de clara de huevo con pepsina, 
así como del hidrolizado de clara de huevo con aminopeptidasa ocasionó 
una mejora en la función vascular de las arterias mesentéricas de 
resistencia, que se asoció a un aumento de los niveles y/o la 
biodisponibilidad de óxido nítrico. 
 
En conjunto, nuestros resultados indican una mejora en los parámetros 
metabólicos de las ratas Zucker obesas que consumieron el hidrolizado de clara de 
huevo con pepsina, que mostraron una menor acumulación de grasa, un aumento 
en sus sistemas antioxidantes, una disminución del estado inflamatorio y una 
mayor sensibilidad a la insulina, así como una mejora en la función vascular, lo 
que demuestra la hipótesis de partida de este trabajo. Sin embargo, el hidrolizado 
de clara de huevo con aminopeptidasa sólo proporcionó una mejoría clara de la 
                                                                                                                    Conclusiones 
177 
 
disfunción endotelial que sufren estos animales. Estas observaciones refuerzan la 
actividad beneficiosa de determinados péptidos de origen alimentario en el 
mantenimiento de la salud y en la prevención de enfermedades. Este trabajo abre 
la puerta a otros estudios experimentales con los hidrolizados de clara de huevo 
utilizados que permitan, en última instancia, que estos productos lleguen a 
utilizarse como ingredientes funcionales en alimentos que mejoren las distintas 



















On the basis of the results obtained, the following conclusions can be drawn: 
 
1. Among the enzymatic hydrolysates of egg white assayed in vitro, those that 
possessed more than one relevant biological activity for the prevention and/or 
treatment of the metabolic syndrome, such as angiotensin-I-converting enzyme 
inhibitory activity, antioxidant and hypocholesterolemic activities, were the 
hydrolysate with pepsin for 8 hours and the hydrolysate with aminopeptidase 
for 24 hours, which were selected for further in vivo studies in obese Zucker 
rats. 
 
2. The lowest body weight corresponded to the animals that received hydrolysed 
egg white during the first 4 weeks of the study. In addition, the weight of the 
epididymal adipose tissue was lower in the animals that were fed the 




3. The intake of the hydrolysate of egg white with pepsin significantly reduced 
hepatic steatosis and lowered the plasma levels of free fatty acids in obese 
Zucker rats. 
 
4. The intake of the hydrolysate of egg white with pepsin diminished the pro-
inflammatory state in the obese Zucker rats, decreasing the plasma levels of 
tumor necrosis factor alpha. However, both hydrolysates increased plasma 
adiponectin, probably as a result of an improvement in the resistance to this 
adipocytokine that could occur in this animal model. 
 
 
5. Zucker rats that were fed the hydrolysate of egg white with pepsin showed a 
considerable lower oxidative stress, with significantly decreased levels of lipid 




peroxidation and increased levels of reduced glutathione in the liver. In 
contrast, the obese animals that were fed the hydrolysate of egg white with 
aminopeptidase exhibited higher plasma malondialdehyde levels, but also an 
increase in the plasmatic antioxidant status as a compensatory mechanism. 
 
6. The intake of the hydrolysate of egg white with pepsin significantly lowered the 
plasma levels of insulin, causing a marked improvement in the insulin 
resistance check index (HOMA-ir), the functionality of β-pancreatic cells 
(HOMA- β) and the insulin sensitivity check index (QUICKI) in obese Zucker rats. 
These animals also showed a significant increase in the mechanical sensitivity 
threshold, which is related to a reduced development of peripheral 
neuropathy. 
 
7. The long-term intake of egg white hydrolysed with both pepsin and 
aminopeptidase improved the vascular function in mesenteric resistance 
arteries of obese Zucker rats through an increase in the levels and/or the 
bioavailability of nitric oxide. 
 
Overall, our results demonstrated that feeding egg white hydrolysed with pepsin 
significantly improved the cardio-metabolic abnormalities that affect obese Zucker 
rats, that showed less fat accumulation, increased antioxidant systems, lower 
inflammation and improved insulin sensitivity, as well as an amelioration of their 
vascular function, which altogether prove the initial hypothesis of this work. 
However, the egg white hydrolysed with aminopeptidase only provided a clear 
improvement of the endothelial dysfunction that these animal model presents. 
These observations reinforce the beneficial activity that certain food peptides exert 
in health maintenance and disease prevention. This work paves the way to other 
experimental studies with egg white hydrolysates that could ultimately prove their 
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